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00 (54) Title: ISOTOPICALLY CODED AFFINITY MARKERS 3 
fS 

^ (54) Bezeichnung: ISOTOPENCODffiRTE AFFINITATSMARKER 3 
© 

(57) Abstract: The invention concerns i so topically coded affinity markers (ICAX) for mass spectra metric analysis of proteins, and 
w the preparation and use of said markers. 

O 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft nene, isotopencodieite Affurit&smarker zur massenspektrornetrischen Analyse von 
^ Proteinen sowie deren Hers tell ung and deien Verwendang. 
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Isotopencodierte AfSnitStsmarker 3 

Die Erfindung betrifft neue, isotopencodierte AfSnitStsmarker zur massenspektro- 
5 * metrischen Analyse von Proteinen sowie deren Herstellung und deren Verwendung. 

Die Proteomics-Technologie etfflhet die MOglichkeit, (lurch Analyse von 
biologischen Systemen auf der Proteinebene neue biologische Targets und Marker zu 
identifizieren. Es ist bekannt, dass von den im Genom codierten Proteinen nur 

10 jeweils ein bestiromter Teil aller mfiglichen Proteine exprimiert wird, wobei 
beispielsweise Gewebetyp, Entwicklungsstand, Aktivierung von Rezeptoren oder 
zellulare Interaktionen die Expressionsmuster und -raten beeinflussen. Urn 
Unterschiede der Expression von Proteinen in gesundem oder krankem Gewebe 
festzustellen, kSnnen verschiedene vergleichende Methoden zur Analyse von 

15 Protein-Expressionsmustem herangezogen werden ((a) S. P. Gygi et aL, Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A, 2000, 97, 9390; (b) D. R. Goodlett et aL, Proteome Protein 
AnaL, 2000, 3; (c) S. P. Gygi et aL, Curr. Opin. BiotechnoL, 2000, 11, 396). 

Eine leistungsfahige Methode ist dabei die massenspektrometrische Detection von 
20 Proteinen. Bei Verwendung von unterschiedlich isotopencodierten AflBnitatsmarkern 
(ICAT® = Isotope Coded Affinity Tags) und Tandem-Massenspektrometrie kann 
dieses Verfahren zur quantitativen Analyse von komplexen Proteinmischungen 
herangezogen werden ((a) S. P. Gygi et aL, Nature Biotechnology, 1999, 17, 994; (b) 
R. H. Aebersold et aL, WO 00/11208). Das Verfahren beruht darau£ dass jede von 
25 zwei oder mehr zu vergleichenden Proteinmischungen, die in verschiedenen 
Zellzustanden erhalten worden sind, mit einem Affinitatsmarker anderer 
Isotopencodierung umgesetzt wird Die Proteinmischungen werden danach 
kombiniert, gegebenenfalls fraktioniert oder proteolytisch behandelt und 
affinitatschromatographisch gereinigt. Nach Elution der gebundenen Fragmente 
30 werden die Eluate durch Kombination von Fliissigkeitschroinatographie und Massen- 
spektrometrie (LC-MS) analysiert Paare bzw. Gruppen von mit sich nur in der 
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Isotopencodierung unterscheidenden Affinitatsmarkern markierten Peptiden sind 
chemisch identisch und werden in der HPLC nahezu zeitgleich eluiert, sie 
unterscheiden sich im Massenspektrometer jedoch urn die jeweiligen Mole- 
kulargewichtsdifferenzen aufgrund unierschiedlicher Isotopenmuster der 
5 Affinitatsmaricer. Relative Protemkonzentradonen kSnnen direkt dutch Messungen 
der Peakflachen erhalten werden, Geeignete Affinitatsmarker sind Konjugate aus 
Affinitatsliganden, die tlber Brilckenglieder kovalent mit proteinreaktiven Gruppen 
verknupft sind. Dabei werden in die Briickenglieder unterschiedliche Isotope 
eingebaut Das Verfahren wuide anhand von Affinitfitsmarkem, in denen 
10 Wasserstoffatome durch Deuteriumatome ersetzt wurden ( 1 H/ 2 D-Isotopencodierung), 
beschrieben. 

Die im Stand der Technik beschriebene Methode mit 1 H7 2 D-isotopencodierten 
Affinitatsmarkern weist verschiedene Nachteile au£ insbesondere eine(n) 
15 Isotopeneffekt der xmterschiedlich markierten, aber ansonsten identischen 
Peptidfragmente im LC, nicht ausreichende Stability der Affinitatsmaricer im 
allgemeinen und speziell im LC-MS/MS, mangelnde Effizienz der Avidin-Monomer- 
basierten Affinitatschromatographie, mangelnde Flexibility beim Einbau der 
Isotopenmarkierungen. 

20 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war die Bereitstellung verbesserter 
isotopencodierter Affinitatsmarker. 

Gegenstand der Erfindung sind organische Veibindungen, geeignet als Affinitats- 
25 marker zur massenspektrometrischen Analyse von Proteinen, der Formel (I), 

A-L-PRG (I) 

in der 

30 



A ffir einen Affinitatsliganden-Rest oder f&r eine feste Phase, 
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PRG fur eine proteinreaktive Gruppe und 

L fur einen A und PRG kovalent verknupfenden Linker stent, 

wobei der Linker L eine Gruppe der Fonnel (T) enthalt, 



~(Z)k- 



-up™ 



l L 



(D 



_Jm 



in der 



10 



15 



der AminosSure-Rest NH-CER x -(CH2)x-CO mit der Aminosaure- 
Seitenkette R x und der Zahl x aus dem Wertebereich von 0 bis 5 ist, 

eine Briicke ist, die eine kovalente Verkniipfung zweier Piperazin-Reste 
ennQglicht oder erleichtert, oder im Falle von 1 > 2 gleiche oder 
verschiedene solche Bracken sind, 



20 



R und R f an einem Piperazin-Ring unabhangig voneinander und unabhSngig von 
anderen R und R 1 an anderen Piperazin-Ringen der gleichen oder der 
anderen der beiden Laufvariablen 1 und m jeweils eine a-AminosSure- 
Seitenkette ist, 



25 



der AminosSure-Rest CO-(CH2)y-CHR y -NH mit der Aminosiiure- 
Seitenkette R y und der Zahl y aus dem Wertebereich von 0 bis 5 ist, der 
sich von Z in der unterschiedlichen Orieniierung bezttglich der 
terminalen CO und NH-Gruppe unterscheidet, und 
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k, 1, m, n unabhangig voneinander jeweils fur eine Zahl von 0 bis 10 stehen, wobei 
dieSummek + l + m + nmindestens 1 und hSchstens 40 betragt, 

oder deren Salze. 

5 

Die erfindungsgemaBen Affimtatsmaiker weisen gegeniiber dem Stand der Technik 
insbesondere folgende Vorteile auf: 

Deuterium, 13 C- oder 13 C- und l5 N-markierte Glycin-Bausteine oder andere 
10 entsprecbend markierte AminosSurebausteine sind wohlfeile Edukte, die einen 
flexiblen Aufbau der isotopenmarkierten Affinitatsmarker ermSglichen. In den in der 
Fonnel (I) beschriebenen Affinitatsmarker kSnnen in einfacher Weise mehr als 
zwanzig 13 C-Markierungen und zusStzlich bis zu zehn l5 N Isotope eingeflihrt 
werden. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Affinitatsmarkem mit einer 
15 deutlich kleineren Massendifferenz (AM=8) ist so auch die parallele Analyse 
mehrerer Proteom-Proben durch jeweilige Modifizierung mit AflSnitatsmarkem mit 
verschiedenen Massendifferenzen mSglich. Bevorzugt ist die AusfShrung mit bis zu 
4 unterschiedlicb markierten AflBnitStsmarkern, die die gleichzeitige Analyse und 
relative Quantifizierung von bis zu 4 komplexen Proteom-Proben ennOglichl 

20 

Der modulare Aufbau der AJEnitfitsmaiker ermSglicht eine flexible, den 
Erfordernissen des Arbeitsablaufe angepasste Kombination der einzelnen Bausteine. 

Die beschriebenen AflSnitatsmarker lassen sich mit einer sfiurelabilen Sollbruchstelle 
25 ausrusten, die eine Dekomplexierung der Peptidfragmente durch eine wesentlich 
eflfizientere, beispielsweise auf Streptavidin oder oligomerem Avidin basierende 
Afifinitatschromatographie ftlr die Biotin-modifizierten Peptidfragmete oder durch 
eine reversible Anbindung an eine feste Phase ennSglicht Weiterhin haben die nach 
SSurespaltung an den Peptidfragmenten verbleibenden Tags haben ein niedriges 
30 Molekulargewicbt und eine hobe Isotopendichte. 
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Die Handhabung der Affinitatsmaiker wild durch verbesserte Lflslichkeit, durch eine 
kristalline oder amorphe Erscheinungsart sowie durch eriiShte Stability veibessert 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung einer oder mehrerer 
5 unterschiedJich isotopenmarkierter erfindungsgemSBer Verbindnngen als Reagenz 
zur massenspektrometrischen Analyse von Proteinen, insbesondere zur Identifikation 
von einem oder mehreren Proteinen oder Protein-Funktionen in einer oder mehreren 
Protein-haltigen Proben und zur Bestimmung der relativen Expressions-Niveaus von 
einem oder mehreren Proteinen in einer oder mehreren Protein-haltigen Proben* 

10 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Kit zur massenspektrometrischen 
Analyse von Proteinen, enthaltend als Reagenzien eine oder mehrere unterschiedlich 
isotopenmaikierte erfindungsgemSBe Verbindnngen. 

15 Ein AffinitStsligand A dient zur selektiven Anreicherung von Proben mit Hilfe der 
Afi5nitatschromatogrq)hie. Die Affinitatssaulen sind mit den entsprechenden 
komplementSren Partnern zu den Affinitatsliganden versehen, welche kovalente oder 
nicht kovalente Bindungen mit den Affinitatsliganden eingehen. Ein Beispiel fUr 
einen geeigneten Affinitatsliganden ist Biotin oder ein Biotin-Derivat, das mit den 

20 komplementaren Peptiden Avidin oder Streptavidin starke, nicht kovalente 
Bindungen eingeht Auf diese Weise kannen zu untersuchende Proben mit Hilfe der 
AflBnitatschromatographie selektiv aus Probenmischungen isoliert werden. Im 
gleichen Sinn kfinnen beispielsweise auch Kohlenhydrat-Reste, die nicht kovalente 
Wechselwirkungen mit beispielsweise fbrierten Lektinen eingehen konnen, als 

25 Affirdtatsligand verwendet werden. Weiterhin fomn im gleichen Sinn die 
Wechselwirkung von Haptenen mit Antikfirpern oder die Interaktion von 
Obergangsmetallen mit entsprechenden Iiganden als Komplexbildner genutzt 
werden oder andere Systeme die miteinander in Wechselwirkung treten. 



30 



Alternativ kann die gezielte Abreicherung auch durch selektive, reversible 
Anbindung an eine entsprechend funktionalisierte feste Phase A eireicht werden. 
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Geeignete feste Phasen sind beispielsweise Amino-funktionalisierte Harze auf 
Kieselgel-Basis und weiterhin von den als Festphasen-Synthesen durchgefuhrten 
Peptid-Synthesen her bekannt, wie etwa Tritylharz, auf Benzylalkohol-Tragerung 
basierendes Sasrin-Haiz, auf Benzylalkohol-TrSgerung basierendes Wang-Harz, 
Wang-Polyslyrol-Harz, Rink-Amid-MBHA-Harz oder TCP (Tritylchlorid- 
Polystyrol>Harz (in den abgebildeten Formeln steht das eingekreiste P jeweils filr 
den Rest des Haizes): 




Bevorzugt ist als feste Phase A ein polymerer TrSger, insbesondere ein modifiziertes 
natGrliches oder synthetisches Haiz, beispielsweise ein Harz auf Kieselgel- oder 
Polyethylenglykol-Basis, mit zur Anbindung des Linker L geeigneten funktionellen 
Gruppen, beispielsweise Hydroxy-, Carboxy- und Aminogruppen, insbesondere 
Aminogruppen. Besonders bevorzugt ist als feste Phase A ein Amino- 
funktionalisiertes Harz auf Kieselgel-Basis, beispielsweise ein Aminopropyl- 
Kieselgel, wie es z. B. von der Fa, Aldrich unter der Nurnmer 36425-8 vertrieben 
wird 

Proteinreaktive Gruppen PRG dienen der gezielten Maddening der Proteine an 
ausgewihlten funktionellen Grupperu PRGs haben eine spezifische Reaktivitat fflr 
endstandige funktionelle Gruppen der Proteine, Aminosauren als Elemente von 
Proteinen, die hfiufig Sir gezielte Markiemngen verwendet werden, sind 
beispielsweise MercaptoaminomonocaibonsSuren wie Cy stein, Diaminomono- 
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carbonsSuren wie Lysin oder Arginin oder MonoaminodicarbonsSuren wie 
Asparaginsaure oder GlutaminsSure. Weiterhin ktinnen proteinreaktive Gruppen 
auch phosphatreaktive Gruppen wie beispielsweise Metallchelate sowie 
aldehydreaktive und ketonreaktive Gruppen wie beispielsweise Semicarbazone oder 
auch Amine roit nachfolgender Behandlung durch Natriumborhydrid oder 
Natriumcyanoborhydrid sein. Ebenso kfinnen es Gruppen sein, die nach einer 
gezielten Proteinderivatisierung wie beispielsweise einer Bromcyanspaltung oder 
einer Elimination von Phosphatgruppen etc. mit den Umsetzungsprodukten 
reagieren. 



Z und Z f sind Reste gleicher oder verschiedener AminosSuren. Bevorzugt sind Reste 
von L-a-Aminosauren, insbesondere der 20 natiirlichen proteinogenen AminosSuren 
(x = 0 bzw. y = 0), beispielsweise Glycin-Reste, und Reste von ©-Aminosanren, wie 
bespielsweise NH-(CH 2 )2-CO und CCKCH 2 )2-NH. Die AminosSuren kOnnen dabei 
gegebenenfalls in der D-, L- oder racemischen Form vorliegen. 

Bevorzugte erfindungsgemaBe Verbindungen der Formel (I) weisen im Linker L als 
Grappe der Formel (T) eine Gruppe der Formel (T) auf (alle R und R' in Foimel (T) 
sind Wasserstoff): 



Jl L 



o 



■<?)- 



(I") 



Jm 



Ebenfalls bevorzugte erfindungsgemaBe Verbindungen der Foimel (I) weisen im 
Linker L eine Gruppe der Formel (T), insbesondere eine Gruppe der Formel (T) au£ 
in der Z der Glycin-Rest NH-CH 2 -CO oder Z der Glycin-Rest CO-CH r NH ist, 
insbesondere in der Z der Glycin-Rest NH-CH 2 -CO und Z der Glycin-Rest CO-CH 2 - 
NHist 
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In einer weiteren Ausfuhnmgsform sind Linker L bevorzugt, die eine Sollbruchstelle 
S wie z, B. eine sMurelabile FunktionalitSt besitzen, die unter bestunmten Bedin- 
gungen beispielsweise unter Saureeinwirkung eine Spaltung des AfiSnitfitsmadcers 
gewahrleisten, urn so z. B. die Freisetzung von der Affinitatss&ule zu erleichtem, 
oder den am Peptid verbleibenden Rest zu verkleiuern oder die ArbeitsablSufe 
insgesamt effizienter zu gestalten. Anstelle einer sSurelabilen Sollbruchstelle kann 
die Spaltung der Linker L auch auf andere Art und Weise herbeigefiihrt werden, 
beispielsweise durch chemische Spaltung von u-a. Silylethem, Estern, Carbamate^ 
Thioestern, Acetalen, Disulfiden oder Schiffschen Basen, weiterhin durch 
photochemische Spaltung, oder durch enzymatische Spaltung von Estern, Amiden, 
Nucleotiden oder Glycosiden oder durch thennische Spaltung beispielsweise von 
interagierenden NuMeinsSurestrangen. 

Zur Verbesserung der Ldslichkeit der erfindungsgemSBen Affinitatsmarker kdnnen 
vorhandene saure und/oder basische funktionelle Gruppen in Form ihrer Salze, 
bevorzugt ihrer Hydrochloride, Acetate, Trifluoracetate, Alkalimetall-Salze oder 
Ammonium-Salze, hergestellt und eingesetzt werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung weist die proteinreaktive 
Gruppe PRG lOslichkeitsverbessernde funktionelle Gruppen auf. 

Bevorzugte erfindungsgemSBe Veibindungen sind solche der Formel 0), 
insbesondere der Fonnel (EQ, 




|-»(Z) n -PRG 



00 
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bei denen eine oder mehrere der Gruppen A, PRG, S, Z, L f , Z* und k, 1, m, n, 
insbesondere alle diese Gruppen, gem&B den nachfolgenden Definitionen ausgewShlt 
sind: 

A steht fBr den Acylrest eines Affinitatsliganden, beispielsweise 

Biotinyl oder ein Biotin-Derivat, oder flir eine mit einem 
polymeren Trager verbundene funktionelle Gruppe, 
beispielsweise eine Mgergebundene Hydroxy-, Carboxy- oder 
Aminogruppe, insbesondere eine trSgergebundene Amino- 
gruppe. 

PRG steht ftir den Rest einer pioteinreaktiven Gruppe, die 

charakterisiert ist durch eine elektrophile Gruppe und eine 
geeignete Briicke, die die Anbindung der elektrophilen Gruppe 
an T ermaglicht oder erleichtert Weiterhin Vann eine solche 
Gruppe durch entsprechende Ausfuhmng beispielsweise auch 
die LSslichkeit verbessera Eine bevorzugte proteinreaktive 
Gruppe ist ein Epoxid, eine Maleinimidogruppe, ein Halogen 
oder ein Acrylrest, insbesondere verbrQckte Elektrophile wie 




mit q = 0-4, 



mit z = 0-5, 



-CO-[CH 2 >a mit r = 1-10, 

-CO-CH=CH 2 . 



Weiterhin kann PRG eine andere bekannte proteinreaktive 
Gruppe sein, wie sie z. B. von WJL Scouten in Methods in 
Enzymology, Volume 135, edited by Klaus Mosbach, 
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AcademicPress Inc. 1987, S. 30ff beschrieben und zusammen- 
gefasst wurden. 

steht fur eine s&urelabile Sollbruchstelle, wie beispielsweise 



mit Y als Abstandshalter mit bevoizugt 1-10, insbesondere 1-5, 
Mcht-Wasserstoff-Atomen, der die Anbindung des Arylrestes 
an den AfSnitStsliganden odor an den polymeren Trftger 
ermflglicht oder erleichtert, besonders bevoizugt NH, NH-CH2, 
NH-CH2-CH2-NH-CO, CHrCO, wobei Y orfho-, meta- und 
para-stSndig zu NH stehen kann und die para-Stellung bevoizugt 
ist, 

und mit SK als Seitenketten-Rest einer a-AminosSure der 
Formel SK-CH(NH 2 )-COOH, die fBr andere SK als ein H-Atom 
in der D-, L- oder racemischen Form vorliegen kann, 
beispielsweise die Seitenketten der 20 natiirlichen AminosSnren 
sowie deren D-Formen und Racemate, 

ist der Rest einer Aminos&ure, insbesondere der Rest von 
Glycin, der nicht markiert oder 13 C- oder I5 N-Mariderungen, 
oder eine Kombination dieser Markierungen enthalten kann. 

ist eine Briicke, die eine kovalente Verkniipfung zweier 
Piperazin-Reste ennSglicht oder erleichtert. V ist vorzugsweise 
aus den Bausteinen Alkylen, insbesondere (CH 2 )s, Alkenylen, 
ABrinylen, Arylen, CO, CS und NH anfgebaut, insbesondere aus 
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einer Anzahl von 2 bis 10 solcher Bausteine. V kann weitere 
Aminosfiure-Reste wie Z und Z 1 , insbesondere Glycin-Reste, 
enthalten, die gegebenenfalls 13 C- Oder l5 N-Isotopen- 
markierungen oder eine Kombination dieser Mariderungen 
enthalten kSnnen, und ist bevorzugt eine Brttcke ausgewShlt aus 
CO-CO, CO-(CH 2 ) fl -CO sowie CO-Aiylen-CO, CO-CH 2 -NH- 
CO-NH-CH 2 -CO, CO-NH-CH 2 -CO, CO-CH2-NH-CO, CO- 
CH2-NH-CO-CO-NH-CH2-CO, CO-CH 2 -NH-CO-(CH2) s -CO- 
NH-CH2-CO, CO-CT 2 -NH-CO-Arylen-CO-NH-CH2-CO, 
(C^s-NH-CO-CO-NH-C^X, (OH 2 )3-NH-CO-CO-NH- 
(CH 2 ) 3 , (CH 2 )s-CO, (Ot^-CO, CO und CS ist, wobei s 
bevorzugt eine gauze Zahl zwischen 1 und 6, beispielsweise 2, 
3, 4 oder 5. 

an einem Piperazin-Ring sind jeweils gleiche Aminos&ure- 
Seitenketten, insbesondere Wasserstoff, sind vorzugsweise an 
alien Piperazin-Ringen einer der beiden LaufVariablen 1 und m 
gleiche AminosSure-Seitenketten, insbesondere Wasserstoff 
und sind besonders bevorzugt an alien Piperazin-Ringen gleiche 
AminosSure-Seitenketten, insbesondere Wasserstoff. 

ist der Rest einer Amino store, insbesondere der Rest von 
Glycin, der sich von Z in der unterschiedlichen Orientierung 
bezQglich der tenninalen CO- und NH-Gruppe unterscheidet; er 
kann nicht maikiert sein oder 13 C-, oder ^-Mariderungen, oder 
eine Kombination dieser Mariderungen enthalten. 

konnen unabhSngig voneinander jeweils fur Zahlen zwischen 0 
und 10 stehen, wobei die Summe von k + 1 + m + nbevorzagt 
groBer als 0 und kleiner als 20 ist und besonders bevorzugt 
kleiner als 10 ist. Vorzugsweise stehtmfiir die Zahl 0 oder 1. 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung haben Alkyl, Alkylen, Alkenylen, 
Alkinylen, Alkoxy und Aiylen, soweit nicht anders spezifbriert, die folgende 
Bedeutung: 

5 

Alkyl per se und "Alk" und "Alkyl" in Alkylen, Alkenylen, Alkinylen und Alkoxy 
stehen fQr einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit in der Regel 1 bis 6, 
vorzugsweise 1 bis 4, besonders bevorzugt 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, beispielhaft 
und vorzugsweise Sir Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, tert-Butyl, n-Pentyl und n- 
10 Hexyl. 

Alkylen, Alkenylen und Alkinylen stehen Sir bivalente Alkylgruppen, die im Falle 
von Alkenylen bzw. Alkinylen eine, zwei, drei, vier, fQnf oder mehr Doppel- bzw. 
Dreifechbindungen und dementsprechend mindestens 2 Kohlenstoffatome aufweisen, 
15 beispielsweise und vorzugsweise filr Methylen, Ethylen, Ethenylen, Efhinylen, n- 
Propylen, iso-Propylen, n-Propenylen, Methylethenylen und Propinylen. 

Alkoxy steht beispielhaft und vorzugsweise flir Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy, 
Isopropoxy, tert-Butoxy, n-Pentoxy und n-Hexoxy. 

20 

Aiylen steht fQr einen bivalenten mono- bis tricyclischen aromatischen, 
caibocyclischen Rest mit in der Regel 6 bis 14 Kohlenstoffatomen; beispielhaft und 
vorzugsweise fur Phenylen, Naphthylen und Phenanthrenylen. 

25 Eine gegebenenfalls in einer AminosSure-Seiteiikette R, R', R x , R y oder SK 
vorliegende Drittfunktion von Aminosturen kann optional firei oder mit einer 
Schutzgruppe geschdtzt vorliegen. In einer besonderen AusfQhrungsfbnn tragen die 
Seitenketten, insbesondere SK, zur veibesserten Loslichkeit der Affinitatsmarker bei. 

30 Die nicht-isotopenmarkierten Verbindungen stellen bereits eine Isotopencodierung 
dar. Zur weiteren Isotopencodierung werden die erfindungsgemSBen Verbindungen 
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vorzugsweise mit mindestens einem KohlenstoffAtom des Isotops 13 C, insbesondere 



AfSnitfttsma r kem beobachtete nachteilige Isotopeneffekt in dear LC ist bei l2 C/ 13 C- 
Isotopencodierung deutlich verringert oder sogar gar nicht ausgeprfigt Alternativ 
oder zusatzlich kfinnen zur Markierung auch die Isotope 2 D, 15 N, 17 0, 18 0 und/oder 
"Seingesetet werden. 

In einer besonderen AusfQhrungsform der Erfindung werden I3 C-maririerte 
Verbindungen zusatzlich mit mindestens einem Stickstoff-Atom des Isotops 15 N, 
vorzugsweise ein bis zehn 15 N-Atomen, insbesondere ein bis drei 15 N-Atomen, 
isotopenmarkiert 

Die Isotopenmarkierungen werden (iblicherweise in L und/oder PRG vorgenommen, 
vorzugsweise in L und dort insbesondere in den Gruppen Z, L\ Z 1 und/oder in den 
Piperazin-Bausteinen. 

Die erfindungsgemSBen Verbindungen kfinnen beispielsweise hergestellt werden, 
indem zunfichst ein mit geeigneten orthogonalen Schutzgruppen SG und SG' 
geschutztes Inteimediat der Foimel (HI), 



vier bis 20 



'C-Atomen, isotopenmaikierL Der mit ^D-isotopencodierten 




beispielsweise mit der Boc- und der Fmoc-Gruppe gemSB Foimel (HT), 



BOCr{Z\ 




(Z'Jn-Fmoc 



(HT) 
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hergestellt wircL Die Synthese dieser Intermediate verlauft nach klassischen 
Methoden der Peptidchemie wie sie dem Fachmann bekannt sind, und wie sie 
beispielsweise in Houben-Weyl; Methoden der Organischen Chemie; Vierte 
Auflage; Band XV Teil 1 und 2; Georg Thieme Verlag Stuttgart 1974, oder in Hans- 
Dieter Jakubke and Hans Jeschkeit: Aminos&uren, Peptide, Proteine; Verlag Chemie, 
Weinheim 1982 beschrieben wurden, 

Aus dies en Intermediaten wird emeut nach Standardreaktionen zunichst die 
Schutzgruppe SG abgelSst und anschlieBend gegebenenfalls ein weiteres 
AminosSnrederivat, das eine zu der abgelosten gleiche oder verschiedene Schutz- 
gruppe SG, insbesondere eine Boc-Gruppe, an der a-Aminofunktion trftgt, 
angekntipft, wobei Derivate der Formel (IV) erhalten werden. Gegebenenfalls in SK 
vorliegende Drittfunktionen kfinnen optional geschiitzt oder firei vorliegea Optional 
vorhandene Schutzgruppen kdnnen permanent erhalten bleiben oder in separaten 
Deblockierungsschritten oder gleichzeitig mit der Abspaltung einer der terminalen 
Schutzgruppen abgeldst werden. 



AnschlieBend kann aus (IV) die Schutzgruppe SG 1 , beispielsweise eine Fmoc-Gmppe 
mit Piperidin in DMF, abgelost werden, so dass im n2chsten Schritt die Kupphmg 
mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten Vorstufe des 
Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel 




U-PRG 



(V) 



mit U einer Gruppe, die die Verknfipfung von PRG mit Z' oder gegebenenfalls mit 
einer anderen Endgruppe von L ermdglicht, indem sie zum Beispiel zu einer 
Abgangsgruppe wild, erfolgen kann. Beispiele fur solche Gruppen sind aktivierte 
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Ester wie z. B. N-Hydroxysucckiinid-ester oder Chloride oder Gruppen, aus denen 
wahrend der Kupplung eine Abgangsgrapp e generiert werden Varm. 

In einem weiteren Schritt wild dann die terminate Schutzgruppe SG abgeiast, wobei 
ein Konjugat der Fonnel (VI) eihalten wird. 



HaN-CHtSKJ-CO-tZ),, 



O 



(Z) n -PRG 



(VI) 



jm 



Parallel dazu wird ein AfSmtatsligand A-OH oder A-NH2 oder eine aktivierte Form 
10 desselben wie beispielsweise ein aktivierter Ester, ein Sfiurechlorid oder Shnliches, 
oder eine Hydroxy-, Carboxy- oder Amino-funktionalisierte feste Phase A-OH oder 
A-NH 2 oder eine aktivierte Form davon unter geeigneten Kupplungsbedingungen mit 
einer Verbindung 



15 




(vn), 



die optional auch eine Schutzgruppe tragen kann, zum Derivat 




(vni) 



20 

umgesetzt. Das Derivat (VIE) wild dann ggf nach voriieriger Abspaltung einer 
optional eingefQhrten Schutzgruppe mit aktivierten KohlensSurederivaten wie 
Thiophosgen oder Thiocaibonylbisimidazol in ein entsprechendes Isothiocyanat 
fiberffihit und anschlieBend mit (VI) zum Thioharnstoff (DQ gekuppelt 

25 
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NH-CHtSKJ-COKZJk 




(ZVPRG <PQ 



Beispielsweise kann die Aminofunktion an Harzen zunachst mit Fmoc-geschHtzter 
p-Aminobenzoes&ure oder mit Fmoc-geschQtzter p-Amino-phenylessigsSure 
mngesetzt werden, anschlieBend die Fmoc-Gruppe abgelSst und mit einem 
aktivierten KohlensSurederivat in das Isothiocyanat flberfBhrt und zum Thioharnstoff 
umgesetzt werden. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist demgemaB ein Verfahren zur Herstellung 
einer Verbindung gemaB Anspruch 1, bei dem 

i) ein geschiltztes Ihtennediat der Fonnel (HQ, 



hergestellt wild, 

ii) aus dem Intermedial der Fonnel (HI) zunachst die Schutzgruppe SG abgelSst 
wird und anschlieBend ein weiteres Aminosaurederivat, das eine zu der 
abgelosten gleiche oder verscbiedene Schutzgruppe SG an der a- 
Aminofunktion tnigt, angekntipft wird, wobei ein Derivat der Fonnel (IV), 



SG-(Z) k 



(D n -SG' 



in der SG und SG fur zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
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SG-NH-CHCSKJ-CCHZ^ "I 




(ZVSG 1 



(IV) 



iii) 

10 
15 

iv) 

20 



in der SK fQr die Seitenkette einer Aminos&ure steht, 
eihalten werden, 

nach Ablfisung der Schutzgruppe SG* aus dem Derivat der Formel (IV) mit 
dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten Vorstufe des 
Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel (V), 

U-PRG (V) 

in der U fiir eine Gruppe steht, die die Vericntipfung von PRG mit Z f oder 
gegebenenfeUs mit einer anderen Endgruppe von L ermdglicht, 

umgesetzt wird, 

die terminale Schutzgruppe SG abgelOst wild, wobei ein Konjugat der Foimel 




eihalten wird, 



WO 03/040288 



PCT/EP02/12105 



-18- 



v) ein Affinitatsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- oder 
Amino-fiinktionalisierte feste Phase A-OH oder A-NH 2 oder eine aktivierte 



in der Y fiir die optional verzweigte Abstandhaltergruppe steht, 

die optional eine Schutzgruppe tragenkann, zum Derivat der Formel (VUL) 



umgesetztwird, 

vi) das Derivat der Formel (VET) dann nach vorheriger Abspaltung einer optional 
eingefiihrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat uberfiihrt 
wird, 

vii) das Isothiocyanat anschlieBend mit dem Konjugat der Formel (VI) zum 
Thioharnstoff der Fonnel (IX) gekuppelt wird und 



Form davon mit einer Verbindung der Formel (VET), 






(ZVPRG (K) 



vii) in einem optionalen Ietzten Schritt gegebenenfells noch vorhandene 
Schutzgruppen abgespalten werden, 
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wobei die aufeinanderfolgenden Schiitte v) und vi) zu einem beliebigen Zeitpunkt 
vor Schritt vii) durchgefQhrt werden kSnnen. 

In alien Reaktionsschritten kfinnen reversibel abspaltbare Schulzgrappen, wie sei in 
der Peptidchemie tiblich sind, eingesetzt werden. Eine Schutzgruppe SG kann 
erhalten bleiben, oder gleichzeitig rait der Boc-Schatzgruppe abgelOst oder in einem 
separaten Schritt abgelfist werden. Geeignete Schutzgruppen sind beispielsweise die 
mit Trifluoressigs&ure spaltbare Boc-Schutzgruppe oder die mit Piperidin oder 
Morpholin spaltbare Fmoc-Schutzgruppe. Weitere geeignete Schutzgnq>pen und die 
entsprechenden Methoden zur Einfiihrung und Abspaltung wurden z. B. beschrieben 
in Jakubke/Jeschkeit: Aminosanren, Peptide, Proteine; Verlag Chemie 1982 oder im 
Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Georg Thieme Verlag Stuttgart, 
Vierte Auflage; Band 15.1 und 15.2, herausgegeben vonE.Wflnsch. 

Optional kSnnen die AfSnitatsmarker auch in umgekehrter Reihenfolge aufgebaut 
werden, wobei zunSchst aus Derivaten der Formel (IV) die Boc-Schutzgruppe 
abgeltfst wind. Die deblockierten Verbindungen werden dann mit entsprechend aus 
(Vin) generierten Isothiocyanaten umgesetzt zu Verbindungen der Formel 



Nach Ablosung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin wild im letzten Schritt die 
Kupplung mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten 
Vorstufe des Derivats einer proteinreaktiven Gruppe 




NH-CHtSKJ-CO^ 




(ZVFmoc (X) 



U-PRG 



(V) 



vorgenommen und so ebenfalls Verbindungen der Formel (IX) eriialtea 
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Weiterhin Gegenstand der Erfindung ist demgemfiB ein Verfahren zur Herstellung 
einer Verbindung gemMB Anspruch 1, bei dem 



ein geschiitztes Intermedial der Foimel (HI), 



SG-^ 




(Z) n -SG' 



(m) 



in der SG und SG ? fur zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
hergestellt wird, 

ii) aus dem Intermediat der Foimel (HI) zun&chst die Schutzgruppe SG abgeldst 
wird und anschlieBend ein weiteres Aminosaurederivat, das eine zu der 
abgelfisten gleiche oder verschiedene Schutzgruppe SG an der a-Amino- 
funktion trfigt, angeknttpft wird, wobei ein Derivat der Foimel (IV), 



in der SK filr die Seitenkette einer AminosSure steht, 
erhalten werden, 

iii) die terminate Schutzgruppe SG abgelSst wird, wobei ein Konjugat der Fonnel 




(IV) 



(VT) 
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H 2 N-CH(SK)-CO-{Z) k 



{O^" ~ *V/ ~ (ZVSG ' m 



10 



erhalten wild, 

iv) ein AfiBnitMtsligand A-OH oder A-NH2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- odor 
Amino-funktioiialisierte feste Phase A-OH oder A-NH2 oder eine aktivierte 
Form davon mit einer Verbindung der Formel (VII), 



""IX 



(vn), 



in der Y fiir die optional verzweigte Abstandhaltergruppe steht, 



die optional eine Schutzgruppe tragen kann, zum Derivat der Formel (Vm) 



15 



.A" 



*X 



(vm) 



umgesetztwird, 

v) das Derivat der Formel (VIET) darm nach vo±eriger Abspaltung einer optional 
20 eingeftihrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat fiberftihrt 

wird, 



25 



vi) das Isothiocyanat anschlieBend mit dem Konjugat der Formel (VT) zum 
Thiohamstoff der Fonnel (X*) gekuppelt wild und 
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NH-CHfSKJ-CCMZk 4-N N-L f - 




vii) nach AblOsung der Schutzgruppe SG 1 aus dem Thiohamstoff der Formel (3C) 
mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe odea- der aktivierten Vorstufe 
des Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel (V), 



in der U fiir eine Gruppe steht, die die Vedcntipfung von PRG mit Z' oder 
gegebenenfalls mit einer anderen Endgruppe von L ermfiglicht, 

umgesetzt wird und 

viii) in einem optionalen letzten Schritt gegebenenfalls noch vorhandene Schutz- 
gruppen abgespalten werden, 

wobei die aufeinanderfolgenden Schritte iv) und v) zu einem beliebigen Zeitpunkt 
vor Schritt vi) durchgefiihrt werden kSnnen. 

Die Reaktionen konnen bei verschiedenen Druck- und TemperaturveihSltnissen 
durchgefiihrt werden, beispielsweise bei 0,5 bis 2 bar und voizugsweise xinter 
Normaldruck, bzw. -30 bis +100 °C und voizugsweise -10 bis + 80 °C, in geeigneten 
Losungsmitteln wie Dimethylformamid (DMF), Tetrahydrofuran (THF), 
Dichlormethan, Chloroform, niederen Aflcoholen, Acetonitril, Dioxan, Wasser oder 
in Gemischen der genaonten Lflsungsmittel durchgefiihrt werden. In der Regel sind 
Reaktion in DMF, Dichlormethan, THF, Dioxan/Wasser oder THF/Dichlormethan 
bei Raumtemperatur oder unter EiskQhlung und Normaldruck bevorzugt. 



U-PRG 



(V) 
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Somit konnen die beschriebenen Typen von Affinitatsmaikem auf verschiedenen 
Wegen sowohl linear als auch durch Kupplung bereits vorgefertigter Blficke 
hergestellt werden. Das modulare Aufbauprinzip erm6glicht eine Vielzahl von 
denkbaren Kombinationen und damit bei geeigneter Auswahl von 
isotopenmarkierten Mociulen eine beliebige Festlegung von Art, Zahl und Plazienmg 
der Isotopenmariderungen. In MolekQlen gleicher Bauart lassen sich nur unter 
Einbezug von 13 C- und 15 N-Isotopen beliebig viele, voizugsweise bis zu 30 
Isotopenmariderungen, realisieren. Damit wird der Weg zur Simultananalyse von 
mehreren, bevorzugt bis zu 4 komplexen Proteomproben erSfihet 
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Beispiele 

Es wurden 42 AffinitStsmaiker der Formel (II), in der A der Acyl-Rest von Biotin ist, 
und ein Affinitatsmarker der Fonnel (II), in der A ein mit Aminogruppen 

5 funktionalisierter polymerer Trager ist, (Beispiel 42) hergestellt und sind in der 
nachstehenden Tabelle zusammengefasst Z und Z v stehen dabei, soweit voihanden, 
mit Ausnahme von Z in Beispiel 26 und Z 9 in Beispiel 43 fiir den jeweiligen Glycin- 
Rest, so dass jeweils nur der Wert von k bzw. n angegeben sowie ftir (Z)k in Beispiel 
26 die Gruppe Z 1 und fur (Z% in Beispiel 43 die Gruppe Z 2 angegeben und definiert 

10 ist 



Bsp. 


i 

Y 


5 

SKvon 


(Z)k 
k 


[(C4Ha 

i 


N2)L'h 
L' 


m 


(Z% 
n 


PRG 


1 


NHCEfe 


Gly 


1 


0 


— 


1 


i 


q=0 


2 


NHCH 2 


Gly 




0 








q=l 


3 


NHCH 2 


His 




0 








q = 0 


4 


NHCH 2 


Asp 




0 








q=l 


5 


NHCH 2 


Val 




0 








q=l 


6 


NHCH 2 


Pro 




0 








q=l 


7 


NHCH 2 


D-Val 




0 








q=l 


8 


NHCH 2 


Gly 




0 








q=l 


9 


NHCH 2 


Asa 




0 








q=l 


10 


NH(CH 2 )2- 
NHCO 


Gly 




0 








q=l 


11 


NH 


Gly 




0 








q=l 


12 


NBCH 2 


D-Val 




0 








q=l 


13 


NH 


Gly 




0 








q = 4 


14 


NH 


Gly 




0 








q = 2 


15 


NH 


Gly 




0 








AA 


16 


NH 


Gly 




0 








r=l 


17 


NH 


Gly 




1 


L 1 






q= 1 
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S 




[(C4H8N2)L'l, 


\C* .TX AT 1 


(Z) n 
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It 
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NH 
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NH 
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Bsp. 
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[C4H8N 2 ] m 


<Z')- 
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L 2 = CO-CH2-NH-CO-NH-CH2-CO; 
L 3 - (CH 2 ) 3 -NH-CO-CO-NH-(CH2)3; 
L 4 = (CH 2 ) 2 -CO; 



Z^NH-CCH^-CO; 



Z 3 = 




Verwendete Abktirzungen: 



Ausb. 


-Ausbeute 


Boc 


- tert-Butoxycaibonyl 


DIEA 


- Diisopropylethylamin (EHinig's base) 


DMAP 


- Dimethylaminopyridin 


DMF 


- Dimethylfomiamid 


DMSO 


- Dimethylsulfoxid 


EI 


- ElektronenstoB-Ionisation 


ESI 


- Elektrospray-Ionisation 


Fmoc 


- Fluorenyl-9-methoxycarbonyl 


HPLC 


- High-performance liquid chromatography 


MALDI 


- Matrix-unterstutzte Laserdesorp tion-Ionis ation 


MS 


- Massenspektroskopie 


MTBE 


- Methyl tert-butyl ether 


quant 


- quantitative (<L L vollstSndige) Umsetzung 


RP 


-Reverse phase 


RT 


-Raumtemperatur 


TCEP 


- Triscarboxyethylphosphin 
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TFA -Trifluoiessigsiure 

THF -Tetrahydrofuran 

TLC -Thin layer chromatography 

(v/v) - KoDzentrationsangabe in Volumen pro Volumen 

5 (w/v) -Konzentrationsangabe in Masse pro Volumen 



Die Angabe der Zusammensetzung von Ldsungsmittel- und Elutionsmittelgemischen 
erfolgt, soweit nicht ausdrucklich anders angegeben, durch jeweils von "/" getrennte 
Angabe der Komponenten und nachgestellt der relativen Volumenteile. So bedeutet 
10 z. B. "Acetonitril/Wasser 10/1" ein Gemisch von Acetonitril und Wasser im 
Volumenverhaitnis von 10 zu 1. 

Bevorzugt verwendete Elutionsmittel (Bezugnahme durch Angabe von l) etc.): 

15 l) Acetonitril/Wasser 10/1 

2) Acetonitril/Wasser 20/1 

3) Dichlormethan/Methanol 97,5/2,5 

4) Acetonitril/Wassei/Eisessig 10/1/0,1 
* Acetonitril/Wasser/Eisessig 5/1/0,2 

20 0 Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/3/1,5 

71 Dichlormethan/Methanol/wassr. Ammoniak (17 %) 15/2/0,2 

8) Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/5/3 

9) DicMomiethan/Methanol/w§ssr. Ammoniak (17 %) 15/4/0,5 

25 Zur nachfolgend beschriebenen Herstellung der beispielhaften AfBnitatsmaiker 
wurden zunSchst die Biotin-Derivate der Edukt-Serie 1 und die Piperazin-Derivaten 
der Edukt-Serie 2 hergestellt AnschlieBend wurden die Kperazin-Derivate in die 
Zwischenprodukte der Intermediat-Serien 1 bis 3 QberfQhrt Diese Intermediate 
wurden schlieBlich mit den Biotin-Deiivaten zu den entsprechenden AflBnitSts- 

30 markern umgesetzt 
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Ednkt-Serie 1; Biofin-Derivate 
E.1.1 



5 




1 g (4,09 mmol) Biotin, 500 mg (4,09 mmol) 4-Aminobenzylarmn sowio 830 mg 
(6,14 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol, 942 mg (4,91 mmol) N-(3-Dimethyl- 
aminopropyl)-N , -ethyicarbo<tir^ Hydrochlorid und 1587 mg Elhyl-diisopropyl- 

10 amin wurden in 40 ml DMF zusammengegeben. Es wurde fiber Nacht bei 
Raumtemperatur geriihrt, eingeengt und der Ruckstand aufgereinigt durch Flash- 
Chromatographic an Kieselgel (Elutionsgemisch: DicUormethan/Methanol/wassr. 
Ammoniak (17 %) 15/3/0,3). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und 
das Losungsmittel in vacuo abgedanrpft Der Rilckstand wurde mit Diethylether 

15 verrlihrt und abgesaugt Es wurden 1097 mg (77 %) des Zwischenproduktes erhalten 
[TLC: DicUonnethan/Methanol/wSssr. Ammoniak (17 %) 15/4/0,5: Rf= 0,58] [ESI- 
MS:m/e = 349(M+H)"]. 

600 mg (1,72 mmol) dieses Zwischenproduktes wurden in 40 ml Dioxan/Wasser 1/1 
20 geldst und mit 298 mg (2,58 mmol) Thiophosgen und 890 mg Ethyl-diisopropylamin 
versetzt. Es wurde 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und eingeengt Das 
Zielprodukt E.1.1 wurde aus Dichlonnethan/Methanol mit Diethylether ausgefSUt 



Ausbeute: 616 mg (92 %) [1LC: R* - 0,56 ^ [ESI-MS: m/e = 391 (M+H)*]. 

25 
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E.12 




5 Mono-Fmoc-gescMtztes p-Phenylen-diamin wurde nach Standard-Methoden, wie sie 
z. B. in Houben-Weyl; Methoden der Organischen Chemie; Vierte Auflage; Band 
XV Teil 1 und 2; Georg Thieme Verlag Stuttgart 1974, oder in Hans-Dieter Jakubke 
and Hans Jeschkeit: Aminosauren, Peptide, Proteine; Verlag Chemie, Weinhteim 
1982 beschrieben sind, hergestellt. 

"10 

200 mg (0,82 mmol) Biotin wurden in 10 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 
974 mg (8,2 mmol) Thionylchlorid versetzt Nach 1 h Rflhren wurde eingeengt und 
zweimal mit Dichlormethan nachdestilliert. 

15 Das entstandene Saurechlorid (0,81 mmol) wurde in 30 ml Dichlormethan 
aufgenommen und mit 387 mg (4,9 mmol) Pyridin sowie mit 242 mg (0,55 mmol) 
von Mono-Fmoc-geschfltztem p-Phenylen-diamin versetzt Es wurde 2 Tage bei RT 
gerQhrt und das ausgefallene Produkt abfiltriert Erhalten wurden 300 mg (99 %) des 
Intermediats, das ohne weitere Aufreinigung in den nSchsten Reaktionsschritt 

20 eingesetzt wurde [TLC: Rf = 0,5 

Das Rohprodukt wurde in 5 ml DMF aufgenommen und mit 500 jjlI Piperidin 
versetzt. Nach 15 tnin Rfihren bei Raumtemperatur wurde eingeengt und der 
Ruckstand durch Flash-Chromatogrq)hie an Kieselgel gereinigt (Elutionsgemisch 7) ). 
25 Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel entfemt und der 
Rfickstand in vacuo getrocknet Erhalten wurden 69 mg (39 %) des entschfltzten 
Intermediats. 
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65 mg (0,19 mmol) dieses Zwischenproduktes wurden in 10 ml Dioxan/Wasser 1/1 
gel6st und mit 33 mg (0,29 mmol) Thiophosgen und 100 mg Ethyl-diisopropylamin 
versetzt. Es wurde 10 min bei Raumtemperatur geruhrt und eingeengt Das 
5 Zielprodukt E. 1 .2 wurde aus Dichlonnethan/Mefhanol mit Diethylether ausgefSUt 
Ausbeute: 65 mg (89 %) [TLC: R f = 0,43 ! >J [ESI-MS: m/e - 377 (M+H) 4 ]. 

E.13 



10 




500 mg (3,65 mmol) 4-Amino-benzoes8ure wurden in 20 ml DMF aafgenommen 
und mit 872 mg (2,73 mmol) vom Hydrochlorid des Mono-Fmoc-geschtttzten 
Ethylendiamins sowie mit 739 mg (5,47 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol und mit 
839 mg (4,38 mmol) N^3-Dimethylaminopropyl>^ Hydrochlorid 
versetzt Es wurde 2 h bei Raumtemperatur gerflhrt, eingeengt und der Rflckstand in 
200 ml Dichlonnethan aufgenommen. Es wurde dreimal mit 200 ml 
NatriuxnhydrogencarbonatlSsung ausgeschttttelt Die organische Phase wurde einge- 
engt und der Rflckstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: Acetonitril). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und 
das Losungsmittel in vacuo abgedampft und der Rflckstand getrocknet Erhalten 
wurden 639 mg (59 %) des Zwischenproduktes [TLC: R*= 0,68 2> \ 

400 mg (1 mmol) des Intermedials wurden in 10 ml DMF aufgenommen und mit 
25 500 pi Piperidin versetzt Nach 1 5 min Rflhren bei Raumtemperatur wurde eingeengt 
und der Rflckstand durch Flash-Ghromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsgemisch: Dichlormethan/MethanolAvassr. Ammoniak (17 %) 15/4/0,5). Die 



15 



20 
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entsprechenden Fraktionen warden vereinigt, das LSsungsmittel entfemt und der 
RQckstand in vacuo getrocknet. Erhalten wurden 147 mg (82 %) des entschtttzten 
Intermediate [TLC: Rr= 0,18 5) ]. 

191 mg (0,78 mmol) Biotin wurden in 10 ml DMF aufgenommen und mit 158 mg 
(1,17 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol und 180 mg (0,94 mmol) N-(3-Dimethyl- 
aininopropyl>l^-etliylc^odiimid Hydiochlorid versetzt Es wurde 10 min bei RT 
gerOhrt und dann 303 mg Ethyl-diisopropylamin sowie 140 mg (0,78 mmol) des 
entschiitzten Intermediate zugesetzt Dann wurde nochmals 6 h bei RT geriihrt, 
eingeengt und das Rohprodukt aus Dichlormethan mit Diethylether ausgefallt Der 
Rtickstand wurde abgetrennt und durch Flash-Chromatographie an Kieselgel 
gereinigt (Elutionsgemisck DicMonnethan/Methanol/wSssr. Ammoniak (17%) 
15/3/0,3). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und das Losungsmittel in 
vacuo abgedampft und der RQckstand getrocknet. Es wurden 222 mg (70 %) des 
Zwischenproduktes erhalten [TLC: DicUomiethan/MethanolAvassr. Ammoniak 
(17%) 15/4/0,5: Rf= 0,47]. 

200 mg (0,54 mmol) dieses Zwischenproduktes wurden in 15 ml Dioxan/Wasser 1/1 
gelflst und mit 94 mg (0,81 mmol) Thiophosgen und 210 mg Ethyl-diisopropylamin 
versetzt Es wurde 15 min bei Raumtemperatur gerflhrt und eingeengt Das 
Zielprodukt wurde aus Dichlormethan/Methanol mit Diethylether ausgefillt 

Ausbeute: 230 mg (95 %) [TLC: Rf= 0,44 ^ 
[ESI-MS: m/e = 448 (M+H) 4 ]. 
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Edukt-Serie 2: Piperazin-Derivate 
E.2,1 




3,85 g (13 mmol) Fmoc^jlycin, sowie 2,19 g (16,2 mmol) 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol und 2,48 g (13 mmol) N-(3-Dmethylammopropyl^^ 
Hydrochlorid wurden in 80 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT gerilhrt. 
- 10 AnschlieBend wurden 2,01 g (10,8 mmol) BooPiperazin gel6st in 40 ml DMF 
zugetropft und weiteihin 2,8 g Ethyl-diisopropylamin hinzugeftigt Es wurde flber 2h 
bei RT gerUhrt und eingeengt Man nahm den Rfickstand in Dichlonnethan auf und 
schttttelte zweimal mit Wasser. Die organische Phase wurde abgetrennt, eingeengt 
und der Riickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
15 (Elutionsmittel: Acetonitril). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das 
LSsungsmittel in vacuo' abgedampft und der Riickstand getrocknet Erhalten wurden 
3,91 g (78 %) des Zwischenpioduktes [TLC: Rf= 0,58 % 

3)9 g (8,4 mmol) dieses Intermediate wurden in 50 ml Dichlonnethan aufgenommen 
20 und mit 25 ml TFA versetzt Nach 30 min RQhren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der Rflckstand aus Dichlonnethan mit Diethylether geffiUt, abfiltriert 
und getrocknet Erhalten wurden 4,8 g (93 %) des Zielproduktes E.2.1 [TLC: R* = 
0,31 ^ 
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£•2*2 




5 0,53 g (3 mmol) Boc-Glycin sowie 0,51 g (3,75 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol 
und 0,58 g (3 mmol) N<3-Dimethylamino^ Hydiochlorid 
wurden in 40 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT gerQhrt AnschlieBend 
wurden 1 g Ethyl-diisopropylamin und dann langsam 1,2 g (2,5 mmol) des Produktes 
E.2.1 hinzugefiigt Es wurde uber Nacht bei RT gerOhrt und eingeengt. Der 

-10 Riickstand wurde in Dichlonnethan aufgenommen und zweimal mit Natrium- 
hydrogencaibonatlSsung ausgeschlittelt Die organische Phase wurde abgetrennt, 
eingeengt und der Riickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: AcetonitriLWasser 30/1). Die enteprechenden Fraktionen wurden 
vereinigt, das Ldsungsmittel in vacuo abgedampft und der Riickstand getrocknet. 

15 Erhalten wurden 760 mg (58 %) des Zwischenproduktes [TLC: Rf= 0,6 \ 

760 mg (1,45 mmol) dieses Intermedials wurden in 10 ml Dichlonnethan 
aufgenommen und mit 5 ml TF A versetzL Nach 3 0 min RGhren bei Raumtemperatur 
wurde eingeengt und der ROckstand aus Dichlonnethan mit Diethylether geSllt, 
20 abfiltriert und getrocknet Erhalten wurden 780 mg des Zielproduktes E.2>2 
(quantitative Umsetzung) [TLC: Rf= 0,4 \ 
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E23 




5 3,85 g (13 mmol) Fmoc-Glycin, sowie 2,19 g (16,2 mmol) 1 -Hydroxy- lH-benzo- 
triazol und 2,48 g (13 mmol) N-(3-Dimethylaminopropyl)-^ 
Hydrochlorid wurden in 80 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT geriihrt 
AnschUeBend wurden 2,01 g (10,8 mmol) Boc-Piperazin geiast in 40 ml DMF 
zugetropft und weiterhin 2,8 g Ethyl-diisopropylamin hinzugefUgt. Es wurde fiber 2 h 

10 bei RT geriihrt und eingeengt Der Rttckstand wurde in Dichlormefhan aufgenommen 
und zweimal mit Wasser ausgeschttttelt Die organische Phase wurde abgetrennt, 
eingeengt und der Rttckstand durch Flash<3ux>matographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: Acetonitril). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das 
LOsungsmittel in vacuo abgedampft und der Rttckstand getrocknet Erhalten wurden 

15 3,91 g (78 %) des Zwischenprociuktes [TLC: R*= 0,58 \ 

730 mg (1,57 mmol) dieses Intermedials wurden in 5 ml DMF gelost und mit 500 pi 
Piperidin versetzt Nach 15 min Rflhren bei RT wurde eingeengt und durch Flash- 
Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel 7) ). Die entsprechenden 
20 Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo abgedampft Der 
Rttckstand wurde mit Diethylether/Petrolether 1/1 verruhrt, anschlieBend abfiltriert 
und der Rttckstand getrocknet Erhalten wurden 222 mg (58 %) des Zielproduktes 
E.23 [TLC: Rf= 0,18 ^ 
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E.2.4: Piperaadn- u C4 

13 C 

Die Aminograppe von Glycin- 13 C2 wurde nach Standardbedingungen mit der 
t-Butoxycarbonyl(Boc)-Schutzgri5)pe geschutzt 

Anschlieflend wurden 1,175 g (3,83 mmol) Boc-Glycin- 13 C2 in Dioxan/Wasser 1/1 
gelfist und mit 2,5 g (7,67 mmol) CSsiumcaibonat versetzt Es wurde lyophilisiert, 
das Produkt in DMF aufgenommen und dann tnit 2,72 g (19,17 mmol) Iodmethan 
versetzt Nach 2 h RQhren bei RT wurde eingeengt und der Rfickstand zwischen 
Dichlonnethan und Wasser veiteilt Die organische Phase wurde nochmals mit 
Wasser gewaschen, dann fiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt Erhalten 
wurden 530 mg (72 %) des Methylestere. 

525 mg (2,75 mmol) des Boc-geschtttzten Methylesters wurden dann an der 
Aminognippe mit Trifluoressigs&ire entschfitzt (Ausbeute: 506 mg; 90 %). 

Das eriialtene Produkt (500 mg) wurde nach Standardbedingungen mit Boo-Glycin- 
13 C2 zum beidseitig geschfitzten, vier I3 C-Atome enthaltenden Dipeptid-Konjugat 
umgesetzt (Ausbeute: 452 mg; 74 %). 

Von diesem Zwischenprodukt wurde emeut mit TFA die Boc-Gruppe abgelSst 
(quantitative Umsetzung). 

475 mg (1,8 mmol) dieses N-tenninal deblockiertei, l3 C-markierten Dipeptidmethyl- 
ester-Trifluoracetats wurden in 15 ml Methanol geldst und mit 697 mg (5,4 mmol) 
Ethyl-diisopropylamin versetzt Es wurde 3 Tage bei RT gerflhrt, wobei sich das 
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Diketopiperazin bildete und ausfieL Es wurde abfiltriert, mit Methanol gewaschen 
und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 138 mg; 65 %). 

130 mg (1,1 mmol) des 13 C-markiertcii Diketopiperazins wurden unler Argon in 
40 ml THF aufgenommen und mit 284 mg (3,3 mmol) THF-Boran-Komplex 
veisetzt Es wurde 12 h unter RQckfluB geruhrt und emeut 284 mg (3,3 mmol) THF- 
Boran-Komplex zugesetzt. Nach weiteren 16 h RQckfluB wurde abkflhlen gelassen 
und mit 6 ml 10 %iger Salzsaure gequencht Es wurde noch 30 min gekocht, dann 
abkQhlen gelassen, eingeengt und der Rflckstand mit DicMormethan/Methanol 
nachdesuUiert. Der Rflckstand wurde dann mit IMcmormelhan/Methanol 4:1 
gewaschen und abfiltriert Erhalten wurden 145 mg (81 %) des vierfach 13 C- 
markierten Piperazins E.2.4 [TLC: AcetonitrilAVasser/Eisessig 10/3/1,5: Rf = 0^3] 
[EI-MS: m/z = 90 (M) + Radikal-Ion]. 

PiperaziDt- 15 N 2 - 13 C 4 



13 CL 



Dieser Baustein wurde analog zu E.2.4 hergestellt ausgehend von Glycin- 13 C 2 - 15 N. 

Aus diesen 13 C-markierten bzw. den 13 C- und 15 N-markierten Intermediaten E.2.4 
und E.2.5 wurden alle Zwischen- und Endprodukte der nachfolgenden Intermediat- 
Serien und Beispiele in gleicher Weise wie fur die nicht-markierten K C- und 14 N- 
Analoga beschrieben hergestellt 
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EJ2.6 





NH 



xCFgCOOH 



7,459 g (24,36 mmol) Benzyloxycaibonyl-gly^ wurden 
in 70 ml DMF mit 3 g (34,83 mmol) Piperazin und Ethyldiisopiopylamin 
zusammengegeben und 2h bei RT gerubrt. AnschlieBend wurde eingeengt und der 
Rtlckstand durch Hash-C&romatographie an Kieselgel gereinigt (Blutionsmittel: 
DicMonnethan/MethanolAvMssr. Ammoniak (17%) 15/2/0,2). Die enlsprecbenden 
Fraktionen wurden vereinigt, das Ldsungsmittel in vacuo abgedampft und der 
Ruckstand getrocknet Erhalten wurden 4,04 g (60 %) der Zielverbindung [TLC: Rf = 



In die Verbindung E.2.5 wurde nach Standardbedingungen mit 0,5 Aqirivalenten 
Boc-Anhydrid die Boc-Scbutzgruppe eingefObrt Ausbeute: 65 % [TLC: Rf= Q^l\ 



0,26 ^ 



E3J 




13, 
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E.2.8 




In die Verbindung E.2.7 wurde zunachst nach Standardbedingungen mit Fmoc-Cl die 
Fmoc-Schutzgruppe eingefQhrt und anschlieflend mit Trifluoressigsfiure die Boc- 
Schutzgruppe abgelfist [TLC: Rf = 0,32 5) ]. 

E.2.9 




Das zwei 15 N und drei l3 C-Labels tragende, geschtttzte Dipeptid wurde nach 
Standardbedingungen uber 5 Stufen hergestellt: ZunSchst wurde in [Bis- 13 C, 15 N]- 
Glycin mit Ben2yloxycarbonyl-chlorid in Dioxan/IN Natronlauge die Z-Schutz- 
gruppe eingefllhrt (Ausbeute: 47 %). Dieses AminosSurederivat wurde mit [Bis- l3 C]- 
Glycin-methylester (Zwischenprodukt bei der Herstellung von E.2.4 ) gekuppelt 
(Ausbeute: 77 %) und im letzten Schritt mit 2N lithiumhydroxid in Methanol der 
Methylester gespalten (Ausbeute: 75 %). [TLC: Rf = 0,25 4> ] [ESI-MS: m/e - 272 
(M+H) 4 ]. 
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E.2.10 




5 



Herstellung analog zu E.2.6 oder axis Fmoc-Pip. 



[TLCrRf^O^S 53 ]. 

Intermediat-Serie It VoIIgeschfitzte Aminosaure-flanlrierte Piperazin-Derivate 



3 mmol eines Boc-gescMtzten AminosSure-Derivats sowie 0,51 g (3,75 mmol) 1- 
Hydroxy-lH-benzotriazol und 0,58 g (3 mmol) N-(3-Dimethylaminopiopyl)-N , - 
ethylcarbodiimid Hydrochlorid warden in 40 ml DMF zusammengegeben und 
30 min bei RT gerflhrt AnschlieBend wurden 1 g Ethyl-diisoptopylamin hinzugefUgt 
20 und dann 2,5 mmol der Produkte E.2.1 oder E.2.2 in 40 ml DMF gelflst, zugetropft. 
Es wurde liber Nacht bei RT gerflhrt und eingeengt Man r\ahm den Rflckstand in 
Dichlormethan auf und schflttelte zweimal mit NatriumhydrogencarbonatlSsung aus. 



10 



AHgemeine Fonnel: 




Allgemeine Vorschrift: 



15 
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Die organische Phase wurde abgetrennt, eingeengt und der RQckstand entweder 
durch FSllung aus Dichlonnethan mit Diethylether oder duich Flash- 
Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel: Acetonitril/W asser 30/1). 
Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo 
5 abgedampft und der Ruckstand getrockneL Erhalten wurden die vollgescMtzten 
Intermediate. 

L1.1 (R = H (Rest von Glycin)) 

10 Edukte: Boc-Glycin; E.2.1 

Ausbeute: 58% Rf=0,45 l) 

LI a (R = Rest von D-Valin) 

15 Edukte: Boc-D-Valin; E.2.1 

Reinigung: Flash-Chromatographie; Eluent: DicMonnethan/Methanol 98/2 
Ausbeute: 76% Rf=0,3 3) 

Intermediat-Serie 2: Vollgeschfltete Pentid-flanlrierte Pip erazin-Derivate 

20 

Allgemeine Fonnel: 
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Die Produkte der Intermediat-Serie 2 wurden nach der gleichen allgemeinen 
Vorschiifl wie zuvor fiir die Intermediat-Serie 1 beschrieben hergestellt 

L2.1 (R - H (Rest von Glydn (Gly))) 

Edukte: Boc-Glycin; B.22 
Ausbeute: 86 % R* » 0,55 1} 

1.2.2 (R = Rest von Seitenketten-Boc-geschutatem Histidin (His)) 

Edukte: Bis-Boc-Histidin-N-hydroxysucc^ E.2.2 
Besonderheiten: Anstelle der EDCIZHOBT Aktivierung wurde hier sofort der 

Hydroxy-succinimidester eingesetzt Reinigung dutch FfiUung. 
Ausbeute: 85 % R* = 0,47 x) 

123 (R = Rest von Seitenketten-tert-butylester-geschutzter Asparaginsaure 
(Asp)) 

Edukte: Boc-Asparaginsfiure-y-tert-butylester; E.2.2 
Besonderheiten: Reinigung durch Fallung. 
Ausbeute: 68 % R* = 0,66 l) 

L2.4 (R = Rest von Valin (Val)) 

Edukte: Boc-Valin; E.2.2 
Besonderheiten: Reinigung durch Fallung. 
Ausbeute: 79 % R* = 0,64 4) 

L2.5 (R = Rest von Asparagin (Asn)) 



Edukte: Boc-Asparagin; . B22 
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Besonderheiten: Reinigung durch Flashchromatographie mit Elutionsmittel 2) 
Ausbeute: 66% Rf=0,47 l) 

L2.6 (R = Rest von Prolin (Pro)) 

5 

Edukte: Boc-Prolin-N-hydroxysucxiiiimidest^ E.2.2 

Besonderheiteii: Das aktivierte Aminosaurederivat wurde anstelle von EDCI/HOBT 

eingesetzt Reinigung durch Flashchromatographie mit 

Acetonitril/W asser 15/1. 
10 Ausbeute: 98% Kt^OJS 5 * 

L2.7 (R = Rest von D-Valin (D-Val)) 

Edukte: Boc-D-Valin; E.2.2 
15 Besonderheiten: Reinigung durch Hashchromatographie mit Acetonitril/Wasser 30/1 
Ausbeute: 80% Rf=0,64 1} 

L2.8 (R = Rest von fi-AIanin) 

20 Edukte: Boc-B-Alanin; E.2.1 

Besonderheiten: Zunachst wurde E.2.1 mit Boc-B-Alanin umgesetzt, dann die Boc- 

Gruppe abgelSst, und schlieBlich Boc-Glycin angekniipft 
Ausbeute: 15 % fiber 3 Stufen R f =0,45 7) 

25 L2.9 (R = Rest von tert-Butylester-geschflteter GlutaminsSure) 



Edukte: 
Ausbeute: 



Boc-Glutaminsaiire-7-tert-butylester, 
98% Rf«0,75 !) 



E.2.2 
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Intermediat-Serie 3; Oligo-Piperazin-Deriyate 
13.1 




1438 mg (7,72 mmol) Boc-Piperazin wurden in 100 ml Dichlonnethan gelOst und 
dann mit 500 mg (3,86 mmol) Oxalylchlorid und mit 625 \il Pyridin versetzt. Nach 
lh Riihren bei RT wurde eingeengt und der Riickstand zweimal mit Wasser verrflhrt 
10 Der verbleibende Feststoff war ausreichend rein und wurde im Hochvakuum 
getrocknet Erhalten wurden 1230 mg (75 %). 

Nach Standardbedingungen wurden aus 1230 mg dieses Intermedials beide Boo 
Schutzgruppen abgelSst (Ausbeute: 1330 mg; quantitative Umsetzung). 

15 

305 mg (1,31 mmol) Boc-Glycyo-glycin, sowie 242 mg (1,79 mmol) 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol und 275 mg (1,43 mmol) N^3-Dimethylaminopropyl)-N , -ethyl- 
carbodiimid Hydrochlorid wurden in 25 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei 
RT geriihrL AnschlieBend wurden 543 mg (1,2 mmol) des beidseitig entschfitzten 

20 Intermediats gel6st in 5 ml DMF zugetropft und weiterhin 625 jil Ethyl- 
diisopropylamin hinzugefilgt Es wurde 1 h bei RT gerflhrt und dann eingeengt Der 
RQckstand wurde durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel 5) ). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das Ldsungs* 
mittel in vacuo abgedampft und der RQckstand aus Dichlonnethan mit Diethylether 

25 gefillt Der Niederschlag wurde abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet Erhalten 
wurden 276 mg (53 %) des Zwischenpiodukles [TLC: Rf= 0,32 5) ]. 
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182 mg (0,61 mmol) Fmoc-Glycin, sowie 124 mg (0,92 mmol) 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol und 141 mg (0,74 mmol) N-(3-Dimethylamino^ 
diimid Hydrochlorid wurden in 20 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT 
5 geriihrt AnschlieBend wurden 2270 mg (0,61 mmol) des oben beschriebenen 
Zwischenproduktes und weiterhin 320 jil Ethyl-diisopropylamin hinzugefligt Es 
wurde tiber 2h bei RT geriihrt und eingeengt Der Rfickstand wurde in Dichlor- 
methan aufgenommen und zweimal mit Wasser geschdttelt Die organische Phase 
wurde abgetrennt, tiber Natriumsulfai getrocknet und eingeengt Der Rfickstand 
10 wurde dann aus DicMonnethan/Methanol 1/1 mit Diethylether gefallt Der 
Niederschlag wurde abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet Eihalten wurden 195 
nig (44 %) des Zwischenproduktes 1.3. 1 [TLC: R* = 0,52 % 

132 




30 mg (0,123 mmol) des Edukts E.2.3 wurden in Dichlonnethan gelSst und dann mit 
25 mg (0,123 mmol) Chlorameisensaure-4-nitrophenylester versetzt Nach 30 min 
RQhren bei RT gab man 172 \il Diisopropylethylamin zu und nach weiteren 30 min 
20 59 mg (0,123 mmol) des Eduktes R2.1. Man lieB fiber Nacht bei RT stehen und 
engte danach esm. Der Rfickstand wurde in 20 ml Dichlonnethan aufgenommen und 
mit Wasser ausgeschQttelt Die organische Phase wurde eingeengt und der Rfickstand 
durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel 2) ). Die 
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo 
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abgedampft und der RQckstand in Dioxan/Wasser 1/1 aufgenommen und 
lyophilisiert. Erhalten wurden 55 mg (70 %) des Zwischenproduktes 132 [TLC: R#= 
0,52 1 >] [ESI-MS: m/e = 635 (M+H) 4 ]. 



133 



9 r^N^UA^ o 




368 mg (0,63 mmol) des Intermediats 12.1 wurden in 5 ml DMF aufgenommen und 
10 mit 500^1 Piperidin versetzt. Nach 15 min Rflhren bei Raumtemperatur wuxde 
eingeengt und der RQckstand durch Flash<!hromatographie an Kieselgel gereinigt 
(EMonsmittel: Dic^onnethan/Methanol/wassr. Ammoniak (17%) 15/3/0,3). Die 
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das Losungsmittel in vacuo 
abgedampft und der RQckstand getrocknet. Erhalten wurden 204 mg (90 %) des Ziel- 
15 produktes BooGly-Gly-Pip-Gly [TLC: DicMoimethanMethara^ Ammoniak 
(17%) 15/4/0,5: Rf= 0^8], 

70 mg (0,196 mmol) dieses Intermediats wurden in 18 ml Dichlormethan geldst und 
dann mit 59 mg (0,294 mmol) C^orameisensaure-4-nitropbenylester versetzt Nach 
20 10 min Rtihren bei RT wurden 273 \il Diisopiopylethylamin und nach weiteren 2 h 
105 mg (0,196 mmol) der Verbindung E.2.2 zugegeben. Es wurde Qber Nacht bei RT 
gerQhrt Dabei fiel ein Feststoff aus, der abfiltriert wurde. Eihalten wurden 15 mg 
(10%) des Zwischenproduktes L3.3 [TLC: Rf = 0,18 4y ] [ESI-MS: m/e - 806 
(M+H)*]. 



25 
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L3.4 



Aus der Veibindung 1.3.2 wurde zunichst nach bekannter Weise die Boc- 
Schutzgrapee abgelSst AnschlieBend wurde Boc-Gly-Gly-OH in Gegenwart von 
EDd/HOBT angeknflpft Erhalten wurden das Zielprodukt L3.4 in einer Ausbeute 
von 46 % uber 2 Stufen.[TLC: Rf = 0,62 ^ 



L3.5 




47 mg (0,193 xnmol) des Edukts E23 wurden in Dichlormethan gelfist und dann mit 
39 mg (0,193 mmol) CM)rameisensSiutt^nitrophen^ versetzt Nach 10 tni> 
Rflhren bei RT wurden 269 |xl Diisopropylethylamm zugegeben und weiteie 20 min 
beiRTgerGhrt. 



Parallel dazu wurde aus der Veibindung L32 in bekannter Weise die Boc- 
Schutzgruppe abgelQst 125 mg (0,193 mmol) des entschfltzten Produktes wurden 
dann zu obigem Ansatz hmzugefilgt Es wuide 4 h bei RT gerflhrt und anschlieBend 
mit 10 ml Wasser extrahieit Die organische Phase wurde eingeengt und der 
Rfickstand aus Dichloimethan/Mefhanol 1/1 mit Diethylether gefiUt Der 
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Niederechlag wurde abgesaugt und getrocknet Erhalten wurden 124 mg (80 %) des 
Zwischenproduktes [TLC: Rf=0,2 4) ]. 

Aus diesem Ihtennediat wurde emeut in bekannter Weise die Boc-Schutzgruppe 
abgelast AnschlieBend wurde Boc-Gly-Gly-OH in Gegenwart von EDCI/HOBT 
angeknQpft Erhalten wurden das Zielprodukt in einer Ausbeute von 35 % fiber 2 
Stufen [TLC: Acetoniliil/Wasser/Bisessig 5/1/0,2: Rf = 0,42] [ESI-MS: m/e = 918 
(M+H)*]. 

L3.6 




Ausgehend von L3.2 wurden fblgende Umsetzungen nach Standardbedingungen 
durchgefQhrt: Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure in Dichlonnethan (Ausbeute: 
87 %), Umsetzung mit Boc-Glycb-N-caibonsaureanhydrid (Ausbeute: 99 %). [TLC: 
Rf=0,6 l) ]. 
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13.7 




O 



1455 mg (1 1,46 mmol) Oxalylchlorid wurden in 2 ml Dichlonnethan gelSst und dann 
5 mit 100 mg (0,24 mmol) Fmoc-Piperidin in 10 ml Dichlonnethan versetzt Nach lh 
wurde das Losungsmittel in vacuo abdestilliert und der Rtickstand mit 
Dichlonnethan nachdestilliert. 

Dear Rtickstand wurde dann emeut in 10 ml Dichlonnethan aufgenommen und zu 
10 einer LSsung aus 44 mg (0,24 mmol) Boc-Piperidin und 187 mg Pyridin in 10 ml 
Dichlonnethan gegeben. Nach 1 h Rtihren bei RT wurde das LSsungsmittel in vacuo 
abgetrennt und der Rtickstand durch Flash-Chroinatographie an Kieselgel (Elueat: 
Dichloraiethan/Methanol 97,5/2,5) gereinigt Die entsprechenden Fraktionen wurden 
vereinigt und das LSsungsmittel in vacuo abdestilliert. Man eririelt 74 mg (57 %) des 
1 5 voll geschatzten Zwischenproduktes [TLC: Acetonitril/Wasser 20/1 : Rf = 0,6]. 

Aus 72 mg (0,13 mmol) dieses Zwischenproduktes wurde mit Piperidin in DMF die 
Fmoc-Schutzgruppe abgelSst. Nach Standardbedingungea mit EDCIZHOBT wurde 
das entschiitzte Produkt in Gegenwart von Ethyldiisopropylamin mit 
20 Benzyloxycarbonyl-glycyl-glycin zum Zielpiodukt gekuppelt Ausbeute: 82% 
[TLC:Rf-0,5 4) ]. 
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13.8 





o 



o 



713 mg (2,93 mmol) N-S-Aminopropyl-N'-tert-butoxycaibonyl-pipera^ und 2,3 g 
Ethyl-diisopropylandn wurden in 100 ml Dichlonnethan vorgelegt und Harm 
tropfenweise mit 225 mg (1,78 mmol) Oxalylchlorid versetzt Nach 1 h Riihren bei 
RT verdiinnte man mit weiteren 100 ml Oxalylchlorid und schfittelte dreimal mit 
5 %iger Natriumhydrogencarbonatl6sung aus. Die organische Phase wuide tiber 
Natriumsulfat getrocknet und eingeengt Der Rflckstand wurde mit Diethylether 
digeriert und das Produkt abfiltriert Die Mutterlauge wurde nochmals mit 
Petrolether gef&llt Man ethielt 515 mg (54 %) des voll geschutzten Intennediats 
[TLC: Rf=0,3 ^J. 

Aus diesem wurde mit Trifluoressigs&ure die Boc-Schutzgrupe abgelSst (quantitative 
Umsetzung). Nach Standardbedingungen mit EDCI/HOBT wmde anschheBend das 
entschtltzte Produkt in Gegenwart von Ethyldiisopropylamin mit Boc-glycin zum 
Zielprodukt gekuppelt Ausbeute: 42 % \TLC: Rf = 0,61 9) J [ESI-MS: m/e = 655 



(M+H) 4 ]. 



L3.9 
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793 mg (1,38 mmol) der Verbindung aus Beispiel L3.7 wurden in 40 ml Methanol 
und 15 ml THF gel3st und tiber Palladium/AktivkoWe (10 % Pd) hydriert Nach 1 h 
wurde der Katalysator abgetrennt und das LCsungsmittel abgedampft Der Ruckstand 
wurde in Dioxan/Wasser aufgenommen und lyophilisiert Man erhielt 512 mg (84 %) 
5 der ZielveAindung [TLC: R f = 0,17 5) ]. 



13.10 




10 49,9 mg (0,272 mmol) ©-Maleimidobuttersaure sowie 46 mg (0,34 mmol) 
1-Hydroxy-lH-benzotriazol und 52 mg (0,272 mmol) N-(3-Dimethylaminopropyl>- 
N 1 -ethylcarbodiimid Hydrochlorid wurden in 20 ml DMF zusammengegeben und 
90 min bei RT gerfihrt AnschlieBend wurden 100 mg (0,227 mmol) der Verbindung 
aus Beispiel L3.9 und weiteririn 120 |xl Ethyl-diisopropylamin hinzugefiigt Es wurde 

15 fiber 6 h bei RT gerQhrt und eingeengt. Der Rttckstand wurde in Dichloimethan 
aufgenommen und dreimal mit Wasser gescMttelt Die organische Phase wurde 
abgetrennt, fiber Natrium sulfat getrocknet und eingeengt Der Rflckstand wurde Harm 
aus Dichlormethan mit Diethylether gef&llt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und 
im Hochvakuum getrocknet Erhalten wurden 78 mg (Ausbeute: 57%) des 

20 Zwischenproduktes. 

Aus diesem wurde mit Trifluoressigsaure die Boc-Schutzgruppe abgelSst, um die 
Zielverbindung zu erhalten (quantitative Umsetzung) [TLC: Rf = 0,28 6) ]. 
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L3.ll 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel L3.10 ausgehend von 1.3.9. 
5 Ausbeute: 72 % [TLC: Rf - 0,38 

13.12 




10 

500 mg (1,94 mmol) N-2-Caiboxyethyl-NMertbutoxyc^ wurden 
mit 537 mg (1,94 mmol) Benzyloxycarbonyl-glycyl-pipCTaan (Veibindung E.2.6) 
nach Standardbedingungen mit EDCI/HOBT gekuppelt Man eihielt 630 mg 
(Ausbeute: 63 %) des voll geschfltzten Intermediats [TLC: Rf= 0,4 ^J. 

15 

400 mg des Intermediats wurden in 40 ml Methanol und fiber Palladium/Aktivkohle 
(10% Pd) hydriert Nach 3 h wurde der Katalysator abgetrennt und das 
LOsungsmittel abgedampft und der Rfickstand getrocknet Man eihielt 401 mg 
(Ausbeute: 95 %) [TLC: Rf = 0,2 % 

20 



Dieses Intermedial wurde wie in Beispiel L3.10 beschrieben mit 
<D-Maleimidobuttersaure mit Hilfe von EDCI/HOBT gekuppelt AnschlieBend wurde 
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mit TrifluoressigsSure die Boc-Gruppe abgelost Man erbielt die Zielverbindung in 
einer Ausbeute von 46 % tiber 2 Stufen [TLC: R* = 0,21 8) ]. 



L3.13 



5 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel 1.3.7 nit den Bausteinen: 
Fmoc-Piperidin 
Oxalylchlorid 
10 Boc-Piperidin 

Verbindung aus Beispiel E.2.9. 

Ausbeute: 52 % uber 4 Stufen 
PLC: Br- 0,4^1 
15 [ESI-MS:m/e = 580(M+H)'*]. 

13.14 




20 
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Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel L3.7 mit den Bausteinen: 

Fmoc-Piperidin 
Oxalylchlorid 
5 Veibindung aus Beispiel E.2.7 
Veibindung aus Beispiel E.2.9. 

Ausbeute: 38 % tlber 4 Stufen 

10 [ESI-MS:m/e = 586(M+H) 4 ]. 



13.15 




15 



Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel 1.3.7 mit den Bausteinen: 



Veibindung aus Beispiel E.2.8 
Oxalylchlorid 



Veibindung aus Beispiel E.2.7 
Veibindung aus Beispiel E.2.9. 



Ausbeute: 41 % fiber 4 Stufen 
CTLC:Rf=0,55 4) ] 
[ESI-MS: m/e = 592 (M+H) 4 ]. 



25 
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L3.16 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel L3.9 und 1.3.10 ausgehend 
Verbindung aus Beispiel 1.3.13 

Ausbeute: 60 % Qber 3 Stufen 
[TLC:Rf=0,16 5) ] 

L3.17 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zuBeispiel 1.3.9 und 1.3.10 ausgehend von: 
Verbindung aus Beispiel L3.14 

Ausbeute: 66 % uber 3 Stufen 
[TLC:Rf=0,16 5> J 
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13.18 




Die Herstelhmg erfolgte in Analogie zu Beispiel 1.3.9 und L3.10 ausgehend von: 
Verbindung aus Beispiel L3.15 



Ausbeute: 49 % fiber 3 Stufen 
[TLC:Rf-0,16 5) ] 
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Beispiele fur sSurespaltbare Affinitatsmarker 



Beispiel 1 : Herstellungsverf ahren (Variante A) 




368 mg (0,63 mmol) des Intermediats 1.2.1 wurden in 5 ml DMF aufgenommen und 
mit 500 \il Piperidin versetzt Nach 15 min Rflhren bei Raumtemperatur wurde 



10 (EMonsmittel: DicUometlian/MetlmolAvassr. Ammoniak (17 %ig) 15/3/0,3). Die 
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das Ldsungsmittel in vacuo 
abgedampft und der Rflckstand getrocknet Rrhalten wurden 204 mg (90 %) des Ziel- 
produktes [TLC: DicMomethanMedimol/Ammoniak 17 %ig 15/4/0,5 R f = 0,28]. 

15 26 mg (73 jimol) von diesem Zwischenprodukt wurden in 10 ml DMF aufgenommen 
und mit 18,4 mg (73 fimol) Maleimidoessigs3ui^N-hydioxysuccinimidestCT sowie 
mit 19 mg Elhyldiisopropylamin versetzt und 1 h bei RT geruhrt Alternativ form 
ebenso MaleimidoessigsSure in Gegenwart von EDCI/HOBT mit der Amin- 
komponente gekuppelt wurden. Das Lfisungsmittel wurde abgedampft und der 

20 ROckstand durch Flash-Chromatogrq>hie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel 2) ). 
Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo 
abgedampft und der ROckstand getrocknet Eihalten wurden 34 mg (95 %) des 
gewflnschten Produktes [TLC: Rj= 0,17 2) ]. 

25 33 mg (67 nmol) dieses Intermediats wurden in 5 ml Dichlormethan aufgenommen 
und mit 1 ml TFA versetzt Nach 15 min Ruhren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der ROckstand aos Dichlormethan mit Diethylether gefallt Nach 



eingeengt und der ROckstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
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Filtration und Trocknung erhielt man 33 mg (97 %) des gewflnschten Produkts als 
Trifluoressigsauresalz [TLC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/3/1,5 Rf= 0,22] 
[ESI-MS: m/e = 395 (M+H) 4 ]. 

5 32 mg (63 \nnol) des entscMtzten Intermedials und 26 mg (70 jimol) des Iso 
thiocyanats E.l.l aus der Edukt-Serie 1 wuiden in 5 ml DMF gelSst, mit 37|xl 
Ethyldiisopropylamin versetzt und dann 4 h bei RT gerflhrt Man engte ein, verrQhrte 
den RQckstand mit Wasser und saugte ab. Der RQckstand wurde abgetrennt und daun 
dreimal mit DicMormethan/Methanol 1:1 und noch zweimal mit Methanol im 
10 Ultraschallbad behandelt Nach Trocknung wurden 19 mg (35 %) der Zielverbindung 
erhalten [TLC: Rf= 0,5 ^ [ESI-MS: m/e = 785 (M+H) 4 ]. 

Beispiel 2 ; Herstellungsverfahren (Variante B) 




182 mg (0,31 mmol) der Vexbindung Ll.l wurden in 15 ml Dichlormethan auf- 
genommen und mit 1 ml TFA versetzt Nach 15 min RQhren bei Raumtemperatur 
wurde eingeengt und der RQckstand aus Dichlormethan mit Diethylether gefSllt. 
20 Nach Filtration und Trocknung erhielt man 175 mg (94%) des gewunschten 
Produkts als Trifluoressigsauresalz [TLC: Rf = 0,2 % 

170 mg (286 jimol) des entschfltzten Intermediats wurden in 10 ml DMF vorgelegt 
und mit 1 12 mg (286 jxmol) des Isothiocyanats E.l.l aus der Edukt-Serie 1 sowie mit 
25 150 ill Ethyldiisopropylamin versetzt und dami ttber Nacht bei RT gerQhrt Es wurde 
eingeengt, der RQckstand mit 10 ml Wasser verriihrt und abgesaugt Der RQckstand 
wurde abgetrennt und dann mit Dichlormethan verrQhrt. Nach Filtration und 
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Trocknung wurden 244 mg (98 %) der gewflnschten Verbindung eriialten [TLC: Rf = 
0,23 4) ]. 

240 mg (0,276 mmol) dieses Intermedials wurden in 10 ml DMF aufgenommen und 
mit 500ul Piperidin versetzL Nach 30 min Ruhren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der RQckstand mit Dichlonnethan digeriert. AnschlieBend wurde 
abfiltriert und der FiltenQckstand in einer Mischung aus 5 ml DMF und 10 ml 
Dichlonnethan suspendiert. Nach Zugabe von 10 ml Diethylether fiel das Produkt 
vollstandig aus und wurde abfiltriert und getrocknet. Erhalten wurden 135 mg (76 %) 
des Zielproduktes [TLC: Acetoiutril/Wasser/Eisessig 10/3/1,5 Rf = 0,2]. 

30 mg (46 umol) von diesem Zwischenprodukt und 18 mg Emyldiisopropylamin 
wurden zu einer Lfisung aus 8 mg (46 umol) Maleimidopropionsaure, 9,4 mg 
(70 umol) HOBT, 11 mg (56 umol) ED CI in 10 ml DMF, die zuvor 30 min 
vorreagiert hat, zugegeben und dann Qber Nacht bei RT gerflhrt. Das Losungsmittel 
wurde abgedampft und der RQckstand mit 5 ml Wasser verruhrt Der feste RQckstand 
wurde dann mit 5 ml DicMormethan/Methanol 1:1 verruhrt und anschlieBend mit 5 
ml Diethylether versetzt Das ausgefSllte Produkt wurde im Hochvakuum getrocknet. 
Erhalten wurden 28 mg (76 %) [TLC: Rf= 0,4 ^ [ESI-MS: m/e = 799 (M+H) 4 ]. 

Folgende Beispiele wurden in analoger Weise zu Beispiel 1 (Variante A) oder 
Beispiel 2 (Variante B) hergesteUt. Die Variante ist nachfolgend jeweils angegeben. 

Beispiel 3 
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Edukte: 1.2.2, E.U; VarianteA 

Ausbeute: 33 % fiber 4 Stufen, anschlieflend OberfBhrung in das Hydrochlorid 
mit 1,5 Equivalenten einer 0,1 M wassrigen SalzsSnrelSsung 

[ESI-MS: m/e = 865(M+H) 4 ] 
Beispiel 4 




Edukte: 1.2.3, B.1.1; VarianteA 

Besonderheiten: Anstelle von MaleimidoessigsSure-N-^ 

wurde Maleimidopropionsaure mit EDCI/HOBT angeknupft 

Ausbeute: 33 % fiber 4 Stufen 
Rf=0,33 5) 

[ESI-MS: m/e-SSTCM+H) 4 ] 
Beispiel 5 




O 



Edukte: L2.4, B.1.1; VarianteA 

Besonderheiteru Anstelle von Maleimidoessigsaure-N-hydroxysuccin^ 
wurde Maleimidopropionsaure mit EDCI/HOBT angeknupft 
Ausbeute: 30 % fibs: 4 Stufen 



WO 03/040288 



-60- 



PCT/EP02/12105 



R f =0,55 5 > 

[ESI-MS: m/e = 841 (M+H) 4 ] 



Beispiel 6 



NH 



Edukte: 1.2.6, E.U; VaiianteA 

Besonderheiten: Anstelle von Maleinudoessigsg^ 

wurde MaleimidopropionsSure mit EDCLHOBT angekniipft. 

Ausbeute: 23 % iiber 4 Stufen 
Rf=0,44 5) 

[MALDI-MS: m/e - 861 (M+Na) 4 ] 
Beispiel 7 



o o 



Edukte: 12.1, E.l.l; VarianteA 

Besonderheiten: Anstelle von MaleimidoessigsMure-N-hydroxysuccinimidester 

wurde MaleimidopropionsSure mit EDCI/HOBT angekniipft. 
Ausbeute: 37 % fiber 4 Stufen 

[ESI-MS: m/e = 841 (M+H) 4 ] 
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Beispiel 8 




O 



Edukte: 1.1.1, E.1.1; VarianteA 
Ausbeute: 70 % fiber 4 Stufen 
Rf=0,53 3) . 

[ESI-MS: m/e = 742 (M+H)*] 

10 

Beispiel 9 




15 Edukte: 1.2.5, E.1.1; VarianteB 
Ausbeute: 57 % fiber 4 Stufen 

[MALDI-MS: m/e = 878 (M+Na) 4 ] 
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Beispiel 10 

J H H 9 rN^n^^ 

Edukte: 1.2.1, E.1.3; VarianteA 

Ausbeute: 34 % fiber 4 Stufen 
R f =0^5 5) 

[MALDI-MS: m/e = 878 (M+Na) 4 ] 
Beispiel 11 




Edukte: 12.1, E.1.2; VarianteA 
Ausbeute: 31 % uber 4 Stufen 
Re^O.4^ 

[MALDI-MS: m/e = 807 (M+Na)"*] 
Beispiel 12 
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10 



Edukte: 1.1.2, E.1.1; VarianteA 

Ausbeute: 34 % liber 4 Stufen 
Rf=0,38 4) 

[ESI-MS: m/e = 784 (M+H) 4 ] 
Beispiel 13 




Edukte: L2.1, E.1.2; VarianteB 



15 



Besonderheiten: An Stelle der Anknupfimg von Maleimidopropionsaure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
Amin-Vorstufe des Endproduktes mit e-Maleimidocaprylsaure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT umgesetzt 



20 



Ausbeute: 15 mg (19 % uber 4 Stufen) 
R f =0,5 5) 

[ESI-MS: m/e - 827 (M+H) 4 ] 



Beispiel 14 



25 




Edukte: L2.1, E.1.2; VarianteB 
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10 



Besonderheiten: An Stelle der Ankntipfung von Maleimidopropions&ure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
Amin-Vorstufe des Endproduktes mit 8-Maleimidobuttersaure in 
Gegenwart von EDO/HOBT umgesetzt, 

Ausbeute: 12 % fiber 4 Stufen 

[ESI-MS: m/e = 799(M+Hf] 

Beispiel 15 



x 



HN NH 
HH — Hh 



S 



OrY^nr" 



15 



Edukte: 



L2.1, E.1.2; VarianteB 



20 



25 



Besonderheiten: An Stelle der Anknupfung von Maleimidopropionsaure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
A m in-Vorstufe des Endproduktes mit AcryMurechlorid (6Eq) in 
Dicblormethan in Gegenwart von 2 Equivalenten Pyridin 
umgesetzt Die entstehende Zielverbindung wurde durch Flash- 
Chromatographie (Eluent: Acetonitril/Wasser 10/1) gereinigt 
3% fiber 4 Stufen 



Ausbeute: 
Rf=0,15 4) 
[ESI-MS: 



m/e^dSSCM+H)*] 
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Beispiel 16 




Edukte: 1.2.1, E.1.2; VarianteB 

Besonderheiten: An Stelle der Ankntipfung von Maleimidopropionsfiure in 
Gegenwart von EDO/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
Amin-Vorstufe des Endproduktes mit CWoracetylchlorid in 
Dichlonnefhan in Gegenwart von 2 Equivalenten Pyridin 
umgesetzt 

Ausbeute: 22 % fiber 4 Stufen 
R f =0,12 I) 

[MALDI-MS: m/e - 732 (M+Na) 4 ] 
Beispiel 17 




Edukte: 1.3.4, E.1.2; VarianteB 

Ausbeute: 58 % fiber 4 Stufen 
R f =0^ 5) 

[ESI-MS: m/e = 954 (M+H)*] 
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Beispiel 18 




Edukte: L3.5, B.1.2; VarianteB 
Beispiel 19 




Edukte: L3.1, E.1.2; VarianteB 

Ansbeute: 83 % tiber 4 Stufen 
^=0,4^ 

[ESI-MS: m/e - 925 (M+H) 4 ] 
Beispiel 20 



Edukte: 1.3.3 E.1.2; VarianteB 
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Beispiel 21 




Edukte: I.2.2., E.1.2; VarianteB 

Ausbeute: 56 % tiber 4 Stufen 
Rf=0,3 8 > 

[ESI-MS: m/e = 879(M+H) 4 ] 
Beispiel 22 




Edukte: L2.9., E.1.2; VarianteA 

Ausbeute: 26 % fiber 4 Stufen 
Rf ss 0,5 5) 

[ESI-MS: m/e = 871 (M+H) 4 ] 
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Beispiel23 



O 




Die Herstellung erfolgte durch tJberflihrung der Verbindung aus Beispiel 21 in das 

Hydrochlorid mit 0,1 M waBriger HQ. 

R f =0^3 6) 

[ESI-MS: m/e = 879 (M+H)*] 
Beispiel 24 

Edukte: Ll.l, E.1.1; VarianteB 
Ausbeute: 47 % fiber 4 Stufen 
Rf=0,5 * 

[ESI-MS: m/e = 756 (M+H)*] 
Beispiel 25 



HI 




H O 



Edukt: E.2.3, dann folgten fblgende standardmaBige Umsetzungen: 



WO 03/040288 PCT/EP02/1210S 

-69- 

Vedcntipfung mit oa-MaleimidobuttersMure in Gegenwart von EDCI/HOBT (61 %), 
Boc-Abspaltung (88 %), 

Verkntipfung mit Bis-Boc-HMdin-N-Hydroxysuccinimidester (52 %), 
Boc-Abspaltung (69%), 

Umsetzung mit E.1.1 (96 %). 

[ESI-MS: m/e = 836 (M+H) 4 ] 
Beispiel 26 




Edukte: 1.2.8, E.1.1; VarianteB 
Ausbeute: 23 % fiber 4 Stufen 
R f =0,3 5) 

[ESI-MS: m/e = 827 (M+H) 4 ] 
Beispiel 27 




H H O 
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Edukte: 1.3.6, E.1.2; VariaateB 

Ausbeute: 27 % fiber 4 Stufen 
R f =0^6 5) 

[ESI-MS: m/e = 91 1 (M+H) 4 ] 
Beispiel28 




Edukt: 1.3.10, dann folgten folgende standardm&Bige Umsetzungen: 

Verkniipfung mit Boc-Glycin-N-carbonsaureanhydrid (71 %), 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (80 %), 
Veakmipftmg mit E.1.1 (54 %). 
R f =0,38 5) 

[ESI-MS: m/e=953(M+H) + ] 
Beispiel29 
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Edukt: 1.3.8, dann folgten folgende standaidmSfiige Umsetzungen: 
Boc-Abspaltung an beiden terminalen Aminogruppen mit Trifluoressigsaure (quant), 



Umsetzung mit Yi Eq. der Veibindung E.1.1 zum Mono-TMoharnsfoff (28 %) 
5 [Rf=0,15 9) ] 

Umsetzung mit ©-Maleidobuttersaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (50 %), 
[ESI-MS: m/e = 1010 (M+H) 4 ] 

10 Beist)iel30 



O 

U 

HN NH 




Edukt: L3.12, dann folgten folgende standardmaflige Umsetzungen: 



Umsetzung mit Boc-Glycin-N-carbonsaureanhydrid (84 %), 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (quant), [Rf= 0,28 8) ] 
Umsetzung mit E.1.1 (60 %), [Rf - 0,46 ^ 
[ESI-MS: m/e = 896 (M+H) 4 ] 



20 
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Beispiel 31 



HN NH 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 30. 

Umsetzung mit E.1.2 anstelle von E.l.l (52 %), [Re= 0,55 ^ 
[ESI-MS: m/e = 882 (M+H) 4 ] 

Beispiel 32 




Edukt: 1.3.10, dann folgten folgende standaxdmifiige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Bis-Boc-Histidin-N-hydroxysuccinimide^ (39 %) 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (87 %), [Rf= 0,44 8) ] 
Umsetzung mit E.1.2 (45 %), [Rf = 0,44 ^ 
[ESI-MS: m/e = 1019 (M+H)*] 
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O 

HN%H 

NH 



H H O 

Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 32. 

UmsetzungmitE.1.1 anstellevonE.1.2(35 %), [Rf=0,3 *>] 
[ESI-MS: m/e = 1033 (M+H) 4 ] 



10 Beispiel 34 



H") rH o 

kA^A^N^ o 



Edukt: 1.3.1 1, dann folgten folgende standardmaflige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Boc-Glycin-N-carbonsaureanhydrid (60 %) 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (quant), [Rf = 0,3 ^ 
Umsetzung mit E.1.1 (97 %), [R f =0,44 6) ] 
[ESI-MS: m/e = 981 (M+H)*] 



20 



WO 03/040288 



PCT/EP02/12105 



-74- 



Beispiel35 



O 



HN 
H4 





H H O 



Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 34 
Umsetzung mit El .2 anstelle vonE.1.1 (73 %), [Rf=0,48 ^ 
[ESI-MS: m/e = 967 (M+H) 4 ] 

Beispiel 36 



Edukt: 1.3.11, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 
Umsetzung mit Bis-Boc^Histidin-N-hydroxysiiccinimidester (41 %) 
Boc-Abspaltung mit Tiifluoressigsaure (quant), QRf = 0,12 ^] 
Umsetzung mit E. 1.1 (90 %), [Rf = 0,38 ^ 
[ESI-MS: m/e = 1061 (M+H)*J 
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Beispiel37 



0 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 36. 

UmsetzungmitE.1.2 anstelle vonE.1.1 (73 %), fRf-0,4 6 *] 
[ESI-MS: m/e = 1047 (M+H)+] 



Beispiel 38 



I 

HN NH 0 



TTTT 



O 



Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 28. 
Umsetzung mit E.1.2 aostelle von E.l.l (72 %), [Rf = 0,45 ^ 
[ESI-MS: m/e = (M+H) 4 ] 



Dieser AflBnitatsmadcer bildet zusammen mit den Affinitatsmarkern der Beispiele 
39, 40 und 41 ein AfBmtatsmarker-Quadruplett, das eine parallele Analyse von vier 
Proteomproben ermoglicht 
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Beispiel39 
0 

r H Y^ t nY^ 0 

H H J 

Edukt: 1.3.16, dann folgten folgende standardmSEige Umsetzungen: 

Verkntlpfung mit Boc-Glycin-N-caibonsSureaiihydrid (81 %), 
Boc-Abspaltungmit TrifluoressigsEure (98 %), 
Verknupfung mit E.1.2 (81 %) 

[ESI-MS: m/e - 944 (M+H)*] 

Beispiel40 




Edukt: L3.17, dann folgten folgende standardrnflBige Umsetzungen: 

Verkmlpfimg mit Boc-Glycin-N-carbonsaureanhydrid (80 %), 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (quant.), 
Vedmupfung mit E.1.2 (74 %) 
R f =0,5 5) 

[ESI-MS: m/e = 950 (Mf-H)*] 
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Beispiel 41 




Edukt: 13.18, daon folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

Verlarflpfung mit Boc-Glycin-N-caibonsSureanhydrid (94 %), 
Boc-Abspaltung mit TrifluoressigsSure (98 %), 
Verkntipfung mit E.1.2 (38 %) 

[ESI-MS: m/e = 956 (M+H)*] 

Beispiel 42 




Edukt L3.10, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

Verknupfung mit Boc-Glycin-N-caibons^ureanliydrid (78%), 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (93%) [Rf - 0,2 % 

Parallel dazu wurden 100 mg (0,026 mmoV) NovaSyn TG Resin 01-64-0043 dreimal 
mit DMF gewaschen. AnschlieBend gab man 28 mg (0,08 mmol) 4-(Fmoc-amino)- 
benzoesaure, 30 mg HATU, und 20 mg Diisopropylethylamin in 2 ml DMF zu und 



WO 03/040288 



-78- 



PCT/EP02/12105 



rQhrte fiber Nacht bei RT. Man wusch viennal mit DMF. Anschlieflend wurde nach 
S tandardb edingungen die Fmoc-Gruppe abgelost und das Harz viennal mit DMF 
gewaschen. Man fttgte 2 ml Dioxan/Wasser 1/1 und 10 jil Thiophosgen zu. Nach 1 h 
wurden 200 pi Bthyldiisopropylamin zugegeben und nach wiederum 1 h wurde mit 
5 Wasser, Dioxan und DMF gewaschen. 35 mg der zuvor hergestellten 
Aminkomponente wurden in 2 ml DMF und 25 jil Ethyldiisopropylamin zugegeben. 
Nach 2 h wurde mit DMF und THF je zweimal gewaschen und getrocknet 

Beispiel43 

10 




Edukt: E.2. 10, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungem 

15 UmsetzunginitZ^Glu(tiBu)-OSu(33 0 /o), 
Hydrierung tiber Pd-C (92%), 

Umsetzung mit Z-Leu in Gegenwart von EDCI / HOBT (88%), 
Hydrierung iiber Pd-C (85%), 

Verknflpfimg mit o-Maleimidobuttersaure in Gegenwart von EDQ/HOBT (66 %), 
20 Boc-Abspaltung (88 %), 

Umsetzung mit E.l.l (88 %). 
Rf=0,26 4) 

[ESI-MS: m/e = 941 (M+H) 4 ] 
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Beispiel 44 




Edukt: E.2.10, dann folgten folgende standardmSflige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Fmoc-Leu-Leu in Gegenwart von EDCI / HOBT (58%), 
Boc-Abspaltung (78 %), 
Umsetzung mit E.1.1 (90 %), 
Fmoc-Abspaltung mit Piperidin in DMF (68%), 

Verkniipfung mit ©-MaleimidobuttersSure in Gegenwart von EDC3/HOBT (72 %), 
^=0,68^ 

[FAB-MS: m/e = 925 (M+H) 4 ] 
Beispiel 45 



Herstellung analog Beispiel 44; im letzten Schritt erfolgt die Verkniipfung jedoch mit 

CD-Maleimidocaprylsaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (61 %), . 

Rf=0,4 4 > 

[FAB-MS: m/e = 953 (M+H)*] 
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Beispiel 46 




Edukt: E.2. 10, dann folgten folgende standardmSfiige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Fmoc-Leu-Leu in Gegenwart von EDC3 / HOBT (58%), 
Boc-Abspaltung (78 %), 
Umsetzung mit E.1.2 (72 %), 
Fmoc-Abspaltung mit Piperidin in DMF (96%), 

Verknttpfung mit c^Maleimidobuttersaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (92 %), 
Rf=0,4 4 > 

[ESI-MS: m/e-911 (M+H) 4 ] 
Beispiel 47 




Herstellung analog Beispiel 46; im letzten Schritt erfolgt die Verkntipfung jedoch. mit 

(D-Maleimidocaprylsaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (61 %), 

Rf=0^ 4 > 

[FAB-MS: m/e - 939 (M+H)*] 
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Beisniel48 




5 

Edukt 1.2,1, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

Boc-Abspaltung mit TrifluoressigsSure (94%) [Rf - 0,2 *>} Man erMlt so die 
Aminkomponente A. 

10 

Parallel dazu wurden 42 mg (0,04 mmol) Aminopropyl-Kieselgel (Aldrich, 36425-8, 
Beladung 0,95 mmol/g) in 2 ml DMF suspendiert und nacheinander mit 45 mg (0, 12 
mmol) 4-(Fmoc-amino)-phenylessigsSiire, 2 pi Diisopropylethylaroin, 15 mg (0,12 
mmol) Diisopropylcarbodiimid und 16 mg (0,12 mmol) HOBT versetzt Man lasst 
1 5 tiber Nacht bei RT stehen und wSscht dann viermal mit DMF. 

AnschlieBend wild mit 2 ml 20% Piperidin in DMF die Fmoc-Gruppe abgelfist und 
das Haiz je viermal mit DMF und Dioxan gewaschen. 

20 Dann filgt man 1 ml Dioxan und 45 \il Thiophosgen txl Nach 1 h werden 900 jil 
Ethyldiisopropylamin zugegeben und nach wiederum 1 h wird je dreimal mit 
Dioxan, DMF und DCM gewaschen 

47 mg (0,08 mmol) der zuvor hergestellten Aminkomponente werden in 2 ml DMF 
25 und 40 jil Ethyldiisopropylamin zugegeben. Man lMsst fiber Nacht bei RT stehen und 
wischt ^ftrm viermal mit DMF. 



Erneut wird mit 2 ml 20 % Piperidin in DMF die Fmoc-Gruppe abgelQst und das 
Harz viermal mit DMF gewaschen. 
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Man gibt 1 ml DMF zu und anschlieBend nacheinander 22 mg (0,12 mmol) 4- 
Maleimido-buttersaure, 15 mg (0,12 mmol) Diisopiopylcarbodiimid und 16 mg (0,12 
mmol) HOBT und riihrt tiber Nacht bei RT. AnschlieBend wird je dreimal mit DMF, 
DCM und THF gewaschen. 

5 

Proteinanalvtische Untersachungen 

Kupplung der AffinitStsmarker an SDS-7 und Beschreibung des Arbeitsablaufs 
fur den AffinitStsmarker aus Beispiel 11 

10 

Als Probe wurde eine Mischung von sieben Proteinen verwendet, die auch 
Verwendung als GrSBenstandard in der Gelelektrophorese findet (SDS-7-Marker, 
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen). 

" 15 24 \ig der Proteinmischung wurden in 5 jil Puffer 1 gel6st und mit 135 |xl Puffer 3 
verdiinnt Durch Erhitzen auf 100 °C filr 3 Minuten wurden die Proteine denaturiert. 
Zur Reduktion der vorhandenen Cysteine wurde 3 |xl Reduktionsl6sung zugegeben 
und der Ansatz 10 Minuten bei 100 °C inkubiert Zur Umsetzung der jfreien Cysteine 
mit dem Affinitatsmarker aus Beispiel 11 wurde daun 5 pi Derivafisierungslosung 

20 zugesetzt und fllr 90 Minuten bei 37 °C inkubiert 

Nach der Derivatisierung wurden 3 pi Trypsinldsung zugesetzt Die Spaltung der 
Proteine erfolgt fiber Nacht (ca. 17 Stunden) bei 37 °C 

25 Puffer 1: 50mMTri&-HCl,pH 8,3; 5 mMEDTA; 0,5 % (w/v) SDS 
Puffer 2; 10mMNH4Acetat,pH7 
Puffer 3: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA 
Reduktionsl8sung: 50 mM TCEP in Puffer 2 

Derivatisierungsldsung: 30 pg/pl Affinitatsmaiker (Beispiel 11) in DMSO 
30 TrypsinlSsung: 1 mg/ml Trypsin (Promega GmbH, Mannheim) in Puffer 3 
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AfBnitStsreinigung derivatisierter Peptide 

Die AffinitatssSulen (Monomelic Avidia, PeAio Science Deutschland GmbH Bonn) 
mit einem Saulenvolumen von 200 |il wurden vor der Aufreinigung fiisch hergestellt 
und durch folgende Waschschritte vorbereitet: 

- Zwei Saulenvolumina 2xPBS 

- Vier Saulenvolumina 30 % (v/v) Acetonitril / 0,4 % (v/v) TiifluoressigsSure 

- Sieben Saulenvolumina 2xPBS 

- Vier Saulenvolumina 2 mM Biotin in 2xPBS 

- Sechs Saulenvolumina 100 mM Glycin, pH 2,8 

- Sechs Saulenvolumina 2xPBS 

30 nl Probe wurden vor dem Auftragen mit 30 jtl 2xPBS verdtlnnt und danu auf die 
Saule aufgetragen. Danach wurden zum Entfemen der nicht-biotinylierten Peptide 
folgende Waschschritte durchgeftlhrt: 

- Sechs Saulenvolumina 2xPBS 

- Sechs Saulenvolumina PBS 

- Sechs Saulenvolumina 50 mM Ammoniumhydrogencaibonat / 20 % (v/v) 
Methanol 

- Bin Saulenvolumen 0,3 % (v/v) Ameisensaure 
Die Probe wurde mit folgenden Schritten eluiert: 

- Drei Saulenvolumina 0,3 % (v/v) Ameisensaure 

Drei Saulenvolumina 30 % (v/v) Acetonitril / 0,4 % (v/v) Trifluoressigsaure 

Das Eluat wurde bis zur Trockenheit eingedampft und erst kurz vor der Analyse mit 
Massenspektrometrie wieder gelost 

PBS: StammlSsung 10x, GibcoBRL, Cat No. 14200-067 
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Massenspektrometrische Analyse 

Zur Analyse der Peptide wurde ein IonenMen-Massenspektrometex (LCQdeka, 
ThemoFinnigan, San Jose) eingesetzt, das direkt mit einer Hochdruckfltissig- 
keitschiomatographie veibunden ist (LC-MS). Als TrennsSule wurde eine Reversed- 
Phase-Saule (Cig-Phase) benutzt Die Peptide wurden in Eluent A (0,025 % (v/v) 
TrifluoiessigsSure) gel6st und injiziert Sie wurden mit einem Gradienten von Eluent 
B (0,025 % (v/v) Trifluoressigsaure / 84 % (v/v) Acetonitril) eluiert. Die eluierenden 
Peptide wurden durch die Akquisitions-Software des Gerates automatfsch erkannt 
und fiir eine Identifizierung fragmentiert Damit konnte die Identitfit der Peptide 
eindeutig bestimmt wurden. 

Fig. 1 zeigt ein Beispiel filr ein Fragmentspektrum eines Peptides aus dieser Analyse. 
Das beobachtete Muster identifiziert das Peptid eindeutig als das Peptid mit der 
Sequenz FLDDDLTDDMCVK aus Lactalbumin, das Bestandteil der Probe war. Die 
Masse des Peptides und seine Fragmentierung bestatigen, dass der AfBnitatsmarker 
in der erwarteten Weise durch SSure gespalten wurde. 

Insgesamt wurden in einer Analyse 19 unterschiedliche Peptide aus der Probe 
identifiziert, die alle in der gleichen Weise die erwartete Masse des Affinitatsmarke- 
Restes trugen. Es wurde kein einziges Cystein-haltiges Peptid identifiziert, das einen 
noch vollstandigen AfBnitatsmarker trug. 

Fig. 1: Fragmentspektrum eines mit der Verbindung aus Beispiel 11 derivatisierten 
Peptides nach Isolierung tlber Avidin, cL h. mit sauregespaltenem 
AfBnitatsmarker. 

Kupplung der AffinitStsmarker an Proteine and Beschreibung des Arbeits- 
ablaufs for die AfBnitatsmarker der Beispiele 38 bis 41 



> SDS-7 
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Als Probe wurde eine Mischung von sieben Proteinen verwendet, die auch 
Verwendung als GroBenstandard in der Gelelektrophorese findet (SDS-7-Marker, 
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen). Die beiden zur vergleichenden Proben 
enthielten folgende Proteine in identischer Menge: 

5 "N 
Serumalbumin aus Rind 

AJpha-Lactalbumin aus Rind 

Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne 

Trypsin aus Rind 

10 Ovalbumin aus Huhn 

Glycerinaldeliyd-3-Phosphat-Ddtioydrogenase aus Mensch 

Carboanhydrase aus Rind J 

Probe 1 wurde auflerdem humanes Interleukdn-4 zugegeben, das in Probe 2 nicht 
* 15 vorhanden war. 

In jeder Probe wurden etwa 240 jig Protein eingesetzt, die sich auf die oben 
genannten 7 bzw. 8 Proteine in etwa gleich verteilten. Die SDS-7-Proben wurden 
zunSchst in 10 \il Puffer 1 gelost und mit 95 \il Puffer 3 verddnnt Dann wurden 
20 Probe 1 auBerdem 10 jxl Ihterleulring-4-Lfisung zugegeben. Die Proben wurdemnit 
Puffer 3 auf 200 jil aufgeftUlt und jeweils halbiert (Proben la und lb bzw. 2a und 
2b). 

Durch Erhitzen auf 100°C fBr 3 Minuten wurden die Proteine anschlieflend 
25 denaturiert Zur Reduktion der vorhandenen Cysteine wurden 3 \il ReduktionslSsung 
zugegeben und die AnsStze 10 Minuten bei 100°C inkubiert Zur Umsetzung der 
fireien Cysteine mit den AffinitfitsmaTkern aus den Beispielen wurden jeder Probe 5 
pi DerivatisierungslSsung zugesetzt und fQr 120 Minuten bei 37°C inkubiert 
AnschlieBend wurden alle 4 Proben gemischt und die Halfte der Gesamtprobe wurde 
30 weiterveraibeitet 
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Probe la: Umsetzung mit Beispiel 38 
Probe lb: Umsetzung mit Beispiel 41 
Probe 2a: Umsetzung mit Beispiel 39 
Probe 2b: Umsetzung mit Beispiel 40 

5 

Nach erfolgter Umsetzung wurden die Proteine durch Zugabe des vierfachen 
Volumens von eiskaltem Aceton/Ethanol 1:1 fQr 15 Minuten bei -20°C gefiUt Das 
Sediment wurde einmal mit Aceton/Ethanol/Wasser 4:4:2 gewaschen und danach im 
Vakuum getrocknet Die Probe wurde in 10 \il Puffer 1 gelOst und mit 260 \il Puffer 
10 3 verdiinnt Zur Spaltung der Proteine wurden 40 fxl Trypsinlosung zugegeben und 
die Probe 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde die Probe 
danach kurz auf 95°C erhitzt 

Puffer 1: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA; 0,5 % (w/v) SDS 
15 Puffer 2: 10mMNEUAcetat,pH7 

Puffer 3: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA 
Reduktionsiesung: 50 mM TCEP in Puffer 2 

DerivatisierungslSsung: 36 ng/pl AfiGnitatsmaiker (Beispiele 38-41) inDMSO 
Trypsinl5sung: 1 mg/ml Trypsin (Promega GmbH, Mannheim) in Puffer 3 

20 

Affinitfitsreinigung derivatisierter Peptide 

Zur selektiven Aufreinigung der derivatisierten Peptide aus der Probe wurde eine 
AfiBnitatsreinigung mit eine selbst hagestellten Avidin-SSule durchgefuhrt 
25 (Monomeric Avidin, Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn). Die Herstellung 
und die Benutzung der SSnle geschah nach den Vorschriften des Herstellers. Die 
Peptide wurden mit 0,4% Trifluoressigsaure / 30% Acetonitril eluiert. 

Massenspektrometrische Analyse 

30 

Zur Analyse der Peptide wurde ein Ionenfallen-Massenspektrometer (LCQdeka, 
ThennoFinnigan, San Jose) eingesetzt, das direkt mit einer Hochdruckfltlssig- 
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keitschromatographie verbunden ist (LC-MS). Als TrennsMule wurde eine Reversed- 
Phase-SSule (Cig-Phase) benutzt Die Peptide wurden in Eluent A (0,025 % (v/v) 
TrifluoressigsSure) gelfist und injiziert Sie wurden mit einem Gradienten von Eluent 
B (0,025 % (v/v) Trifluoressigs&ure / 84 % (v/v) Acetonitril) eluiert Die eluierenden 
Peptide wurden durch die Akquisitions-Software des GerMtes automatisch erkannt 
und ftir eine Identifizierung fragmentiert. Damit konnte die Identity der Peptide 
eindeutig bestimmt wurden. 

Aufgrund des experimentellen Ansatzes wurden folgende Ergebnisse erwartet 

• Alle Peptide aus der SDS-7-Mischung sollten in Form von vier identisch 
intensiven Signalen detektiert werden, die in der Chromatographie keinen 
Isotopeneffekt zeigen. 

• Peptide aus Ihterleukin-4 solltea in Form eines Dubletts von Signalen mit einer 
Massendifferenz von 17 Da auftreten. 

Fig. 2 zeigt die Ionenspuren fttr die vier unterschiedlich maikierten Varianten des 
Peptids LQGIVSWGSGCAQK aus Trypsinogen. Von oben nach unten handelt es 
sich urn das Peptid mit der Markierung durch die AfSnitatsmaiker mit 0, 5, 11 und 
17 Isotopenmaririerungen. Eine Retentionszeitdifferenz zwischen den Varianten ist 
nicht meBbar. Fig. 3 zeigt das zugeh6rige MS-Spektrum, das ein Quadruplett von 
annahemd gleich intensiven Signalen enthalt Die IdentitSt des Peptides wurde durch 
MS/MS-Experimente bestatigt. 

Fig. 4 zeigt die Signale des Peptids NLWGLAGLNSCPVK aus Interleukin-4. Wie 
erwartet zeigt sich ein Dublett von Signalen mit Intensitatsveihaltnis 1:1. Auf diese 
Weise kann das Signal klar von Peptiden unterschieden werden, die unmarkiert sind 
und durch unspezifische Adsorption an der Affinit§tss2ule aufgereinigt warden. Die 
IdentitSt des Peptides wurde durdi MS/MS-Experimente bestatigt 
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Fig. 2: Die Ionenspnren fOr die m/z-Werte 647,3 Da, 648,9 Da, 650,9 Da und 652,9 
Da Es handelt sich urn das dreifach geladene Ion des Peptids LQGIVSWGSGCAQK 
in den mit den Beispielen 38 bis 41 umgesetzten Formea Die Identit&t der Peptide 
wuxde dnrch MS/MS-Bxperimente bestStigt 

Fig. 3: MS-Spektrum unter dem in Fig. 2 gezeigtea LC-Peaks. Es handelt sich urn 
ein dreifach geladenes Peptidion. 

Fig. 4: MS-Spektrum des dreifach geladenen Ions des Peptids 
NLWGLAGLNSCPVK aus Interleukin-4. Da es nur in Probe 1 vorhanden war, tritt 
ein Dublett von Signalen auf; entsprechend dem Peptid mit 0 bzw. 17 
Isotopenmarkierungea 
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Patentanspriiche 

1 . Organische Verbindung der Formel (I), 

A-I^PRG Q) 

in der 

A fflr einen AfiinitStsHganden-Rest oder fur eine feste Phase, 

PRG fiir eine proteinreaktive Gruppe und 

L fiir einen A und PRG kovalent veiknflpfenden Linker steht, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L eine Gruppe der Formel (T) 
enthait, 



"(2%- (D 
m 

in der 

Z der CHycin-Rest NH-CH 2 -CO ist, 

L' eine BrOcke ist, die eine kovalente Verknttpfung zweier Piperazin- 

Reste ennoglicht oder erleichlert, 

R und R 1 an einem Piperazin-Ring unabhangig voneinander und unabhSngig 
von anderen R und R f an anderen Piperazin-Ringen der gleichen 
oder der anderen der beiden Laufvariableu 1 und m jeweils eine 
a-Aminosauie-Seitenkette ist, 
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Z' der Glycin-Rest CO-CEb-NH ist, der sich von Z in der unter- 
schiedlichen Qrientierung unterscheidet, und 

k, 1, m, n imabMngig voneinander jeweils fOr eine Zahl von 0 bis 10 stehen, 
wobei die Summe k + 1 + m + n mindestens 1 und hSchstens 40 
betragt, 

oder deren Salz. 

2. Verbindung gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L 
spaltbar ist. 



3- Verbindung gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L 
'15 eine chemisch, photochemisch, enzymatisch oder thermisch spaltbare 

fiinktionelle Gruppe, insbesondere eine sSurespaltbare Gruppe, aufweist 

4. Verbindung gem SB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L 
eine sSurespaltbare Gruppe S der Formel, 

20 




in der 



25 Y ft einen Abstandshalter mit 1 bis 10 Nicht-Wasserstoff-Atomen, der 

die Anbindung des Aiylrestes an A ermSglicht oder erleichtert, und 



SK 



jffir den Rest einer Aminosaure-S eitenkette in der D-oder L- oder in 
der razemischen Form steht 
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5. Verbindung gemSB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die sSure- 
spaltbare Gruppe S die Grippe A mit der Gruppe der Fonnel (T) verbindet 

6. Verbindung gemfiB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Linker L aus der sfiurespaltbaren Gruppe S und der Gruppe 
der Formel (T) besteht 

7. Verbindung gemaB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die proteinreaktive Gruppe PRG eine selektive Reaktivitat fur 
eine endstandige Funktionalitat einer Aminosaure, ftr eine Phosphatgruppe 
oder fur eine mflglicherweise vorher generierte Aldehyd- oder Keto-Gruppe 
im Protein oder fur das Reaktionsprodukt einer gezielten Umsetzung des 
Proteins aufweist 

3. Verbindung gemSB einem der vorstehenden Ansprttche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die proteinreaktive Gruppe -PRG ausgewShlt ist aus 




-CO[CH2>a mit r - 1-10 und 
-COCH=CH 2 . 

9. Verbindung gemSJJ einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass A ein AffinitStsliganden-Rest, bevoizugt der Rest von Biotin, 
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eines Biotin-Derivats, eines Kohlenhydrats, eines Haptens oder eines 
Komplexbildners, insbesondere von Biotin oder eines Biotin-Derivats, ist 



10. Verbindung gemSJJ einem der Ansprilche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass A eine feste Phase, vorzugsweise ein modifiziertes natflrliches oder 
synthetisches Harz mit zur Anbindung des Linker L geeigneten funktionellen 
Gruppen, insbesondere ein Amino-fimktionalisiertes Harz auf Polyethylen- 
glycol- oder Kieselgel-Basis, ist 



1 1 . Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemaB Anspruch 1, bei dem 
i) ein geschtltztes Intennediat der Fonnel (HI), 



in der SG und SG 1 fOr zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
hergestellt wird, 

ii) aus dem Intermedial der Fonnel (HI) zunichst die Schutzgrappe SG 
abgelSst wird und anschlieBend ein weiteres Aminosaurederivat, das eine 
zu der abgelSsten gleiche ode: verschiedene Schutzgruppe SG an der a- 
Aminofimktion trSgt, angekntipft wird, wobei ein Derivat der Fonnel 
(IV), 



SG-NH-CHfSKKXMZ),, -H^ ^ 



,-SG' (TV) 
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15 



20 



in der SK fiir die Seitenkette einer Aminosaure steht, 
erhalten werden, 

iii) nach Ablfisung der Schutzgruppe SG 1 aus dem Derivat der Formel (IV) 
mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gxuppe oder der aktivierten 
Vorstufe des Derivats einer proteinreaktiven Gmppe der Formel (V), 

U-PRG (V) 

in der U fur eine Gruppe steht, die die Verkntipfung von PRG mit Z 1 oder 
gegebenenfells mit einer anderen Endgruppe von L ermSglicht, 

umgesetztwird, 

iv) die terminale Schutzgruppe SG abgelSst wird, wobei ein Konjugat der 
Formel (VI) 

erhalten wird, 



v) ein AffinitStsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Caiboxy- 
oder Amino-funktionalisiCTte feste Phase A-OH oder A-NH2 oder eine 
25 aktivierte Form davon mit einer Verbindimg der Formel (VII), 



(vn), 
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in der Y fflr die optional verzweigte Abstandhaltergruppe steht, 

die optional eine Schutzgruppe tragen kann, zum Derivat der Formel 

(vm) 



(vm) 

NH 2 



umgesetzt wird, 



vi) das Derivat der Formel (Vm) dann nach vorheriger Abspaltung einer 
optional eingefiihrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat 
tfberfiihrt wird, 

vii) das Isothiocyanat anschlieBend mit dem Konjugat der Foimel (VI) zum 
ThiohamstofiF der Foimel (IX) gekuppelt wild und 



<2r >- reG (DO 



vii) in einem optionalen letzten Schritt gegeb enenf alls noch vorhandene 
Schutzgruppen abgespahen werden, 

wobei die aufeinanderfolgenden Schritte v) imd vi) zu einem beliebigen 
Zeitpunkt vor Schritt vii) duichgefQhrt warden kfinnen. 

12. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemSB Anspruch 1, bei dem 



i) ein geschtttztes Intermedia* der Foimel (IE), 
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in der SG und SG' fiir zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
hergestellt wird, 

ii) aus dem Intennediat der Formel (HI) zunfichst die Schutzgruppe SG 
abgelOst wild und anschlieBend ein weiteres Amkosaurederivat, das eine 
zu der abgelfisten gleiche oder verschiedene Schutzgruppe SG an der a- 
Annnofunktion tragt, angekniipft wild, wobei ein Derivat der Fonnel 
(IV), 



SG-NH-CHCSK^CO-^ 



(ZVSG' (?V) 



in der SK ffir die Seitenkette einer AminosSure steht, 



erhalten werden, 



iii) die terminate Schutzgruppe SG abgelSst wird, wobei ein Konjugat der 
Formel (VT) 



erhalten wird, 
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iv) ein Affinitatsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- 
oder Amino-funktionalisierte feste Phase A-OH oder A-NH 2 oder eine 
aktivierte Form davon mit einer Verbindung der Formel (VII), 



-"a 



(vn), 

NH 2 



in der Y Air die optional verzweigte Abstandhaltergruppe stent, 

die optional eine Schutzgruppe tragen kann, zum Derivat der Formel 
(Vm) 



(vm) 



15 umgesetzt wird, 



v) das Derivat der Formel (VHI) dann nach voiheriger Abspaltung einer 
optional eingeftihrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat 
fiberfiihrtwird, 

vi) das Isothiocyanat anschlieBend mit dem Konjugat der Formel (VP) zum 
Thiohamstoff der Formel (X 1 ) gekuppelt wird und 



25 
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vii) nach AblSsung der Schutzgruppe SG 1 aus dem Thiohamstoff der Formel 
(X 1 ) mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten 
Vorstufe des Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel (V), 

U-PRG (V) 

inderUflir eine Grippe steht, die die Verkntipfung von PRG mit Z oder 
gegebenenfalls mit einer anderen Endgnqjpe von L ennSglicht, 

umgesetzt wird und 

viii) in einem optionalen letzten Schritt gegebenenfalls noch voihandene 
Schutzgruppen abgespalten werden, 

wobei die aufeinanderfolgenden Schritte iv) und v) zu einem beliebigen 
Zeitpunkt vor Schritt vi) durchgefahrt werden kSnnen. 

13. Verwendung einer oder mehrerer unterschiedlich isotopenmaikierter 
Verbindungen gemaB einem der Ansprfiche 1 bis 9 als Reagenz zur 
massenspektrometrischen Analyse von ProteineiL 

14. Verwendung gemSB Anspruch 13 zur Identification von einem oder mehreren 
Proteinen oder Protein-Funktionen in einer oder mehreren Protein-haltigen 
Proben. 

15. Verwendung gemaB Anspruch 13 zur Bestimmung der relativen Expressions- 
Niveaus von einem oder mehreren Proteinen in einer oder mehreren Protein- 
haltigen Proben. 

16. Kit zur massenspektrometrischen Analyse von Proteinen, enthaltend als 
Reagenzien eine oder mehrere unterschiedlich isotopenmaikierte 
Verbindungen gemSB einem der AnsprQche 1 bis 10. 
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Fig.l 
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Fig. 2 
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Fig. 4 
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